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Arginyl-arginin 
Von 
K. Felix und H. Sehuberth 


‘Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt a. M.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 22. November 1941) 


Arginyl-arginin ist schon mehrfach dargestellt worden**°"*!), 
fast immer aus Clupein, dem argininreichen und leicht zuging- 
lichen Protamin des Heringsspermas. Da es noch nicht synthe- 
tisiert werden kann*?*), ist man auch jetzt noch zu seiner Ge- 
winnung auf das natiirliche Ausgangsmaterial angewiesen. Man 
erhilt es daraus durch partielle Siurehydrolyse** 1%) oder durch 
Spaltung mit Trypsin®). Jene liefert bis jetzt eine bessere Aus- 
beute. Bei der partiellen Hydrolyse mit verdiinnter Salzsiiure 
wurde daneben ein ‘l'etrapeptid aus Arginin isoliert‘). 

In den jetzigen Versuchen haben wir ein nicht weiter frak- 
tioniertes Priparat von Clupeinmethylesterhydrochlorid mit 50°/, 
Schwefelsiiure partiell gespalten und sind fiir die Isolierung des 
Dipeptids von der in den fritheren Versuchen gewonnenen Er- 
fahrung ausgegangen, da8& der gréBte Teil des Arginyl-arginins 
und der héheren an Arginin reichen Peptide mit Flaviansiure 
sofort ausfallen, das Flavianat des freien Arginins im allgemeinen 
aber erst nach einigen Stunden auskrystallisiert. Aus beiden 
Fraktionen erhiilt man dann die reinen Salze durch wiederholte 
fraktionierte Krystallisation. Die Einzelheiten des Verfahrens sind 
im experimentellen Teil beschrieben. An rohem Arginyl-arginin- 
diflavianat erhielten wir aus 50g Clupeinester 17,5 ¢ und an 
gereinigtem 12,5 g. 

Aus dem Diflavianat wurden noch das Dipikrat, Dipikrinolat, 
das Dibenzoylderivat und sein Flavianat, das Hydrochlorid des 
Arginyl-argininmethylesters und das Arginyl-argininamid sowie sein 
Flavianat und Pikrat dargestellt. 

Aktiviertes Trypsin greift Arginyl-arginin nicht an, Dipepti- 
dase spaltet es. Arginase, die von Dipeptidase befreit worden ist, 
hydrolysiert nur eine Guanidingruppe, wie schon 8S. Edlbacher 
und H. Burchard‘) gefunden haben, und zwar auf Grund ihrer 
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Spezifitiit die jenes Argininrestes, dessen Carboxylgruppe rei 
ist’4), Das Optimum liegt bei p,, 7,8. 

Arginyl-arginin ist nicht das einzige Dipeptid aus nur einer 
Aminosiiure, das man aus Kiweibhydrolysaten isoliert hat. Aus 
Casein wurde Leucinanhydrid'), aus Seide Alaninanhydrid*) und 
aus #-Mugelin Valinanhydrid!°) gewonnen. Diese Dioxopiperazine 
sind nachtriglich unter dem EinfluB der Siure aus den Dipeptiden 
entstanden. Ihr Vorkommen ist deswegen von Interesse, weil nach 
der Theorie M. Bergmanns iiber die periodische Anordnung der 
Aminosiiuren in der Peptidkette*) niemals zwei gleiche Amino- 
siuren nebeneinander stehen sollten. 


Experimenteller Teil 


1. Hydrolyse des Clupeins. 50¢ eines nicht weiter fraktionierten 
Clupeinmethylesterhydrochlorids wurden in 500 cem 50 Vol.-°/, iger Schwefel- 
siure gelést und 14 Tage lang bei 37° stehen gelassen. Darauf wurde aut 
einen Liter verdiinnt und die Schwefelsiure durch eine kalt gesiittigte 
Barytlésung entfernt. Die Lésung reagierte noch kongosauer. Am anderen 
Tag wurde das Bariumsulfat abgesaugt, 3 mal mit siedend heibem Wasser 
verrieben und wieder abgesaugt. Die Filtrate und Waschwisser wurden 
im Vakuum auf 4 Liter eingeengt und filtriert. 

Die Lésung enthielt 11,24 g Gesamt-N; davon waren 89,5°/, Arginin- 
stickstoff und 18,7°/, freier Aminostickstoff (nach van Slyke), welch letz- 
terer nach vollstiindiger Hydrolyse 29,84°/, vom Gesamt-N betriigt. 


2. Arginyl-arginin-diflavianat. Das eingeengte Filtrat vom Barium- 
sulfat wurde mit einer Lésung von 200 g Flaviansiiure in einem Liter Wasser 
versetzt. Ks fiel sofort ein dliges Flavianat aus, das sich rasch absetzte. 
Nach etwa 2 Stunden erschienen die ersten Krystalle von Argininflavianat: 
dann wurde die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen und zur weiteren Kry- 
stallisation stehen gelassen (vgl. weiter unten Fraktion IID). 

Das élige Flavianat wurde dann gleich mit 2 Litern heiBem Wasser 
gut aufgeriihrt, wobei sich nur ein Teil léste. Nachdem sich das Ungeléste 
abgesetzt hatte (Fraktion I), wurde abgegossen. Aus der Lisung krystalli- 
sierten im Verlauf von 2—3 Tagen 10,7 ¢ eines festen Flavianates (Fraktion I]) 
aus; meistens mikroskopisch kleine, prismatische, oft zu Biischeln geordnete 
Krystalle, die fiir Arginyl-arginin-diflavianat charakteristisch sind. Sie 
wurden abgesaugt, mit 750 ecem heiBem Wasser 10 Minuten lang turbiniert 
und stehen gelassen. In 2—3 Tagen erschienen wieder die zu Biischeln 
zeordneten Krystalle. Das ungeléste Flavianat von Fraktion If wurde in 
der gleichen Weise so oft mit heiBem Wasser extrahiert, als sich noch 
nennenswerte Mengen dieser charakteristischen Krystalle abschieden. 

Das erste élige Flavianat (Fraktion I) wurde auf ihnliche Weise auf- 
gearbeitet. Die Ausbeute wird etwas verbessert, wenn man die ungelisten 
Anteile statt mit Wasser mit den Mutterlaugen der bereits krystallisierten 
extrahiert. 

Aus dem Filtrat der ersten Flaviansiurefillung krystallisierten im Lauf 
mehrerer Tage 29,5 ¢ Flavianat (Fraktion III) aus, das aus den plittchen- 
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formigen Krystallen des Arginin-fiavianates und aus den feinen prismatischen 
Krystallen von Arginy!-arginin-diflavianat bestand. Um letzteres zu gewinnen, 
wurde wie vorher mit heifem Wasser extrahiert und fraktioniert krystallisiert. 
Die vereinigten Rohkrystallisate von Arginyl-arginin-diflavianat (Aus- 
beute 17,5 g) wurden so oft umkrystallisiert, bis unter dem Mikroskop nur 
mehr die typischen Krystalle yon Arginyl-arginindiflavianat zu sehen waren 
und diese sich gleichmibig bei 225° zersetzten. Ausbeute: 12,7 g Arginyl- 
arginin-diflavianat. 
30,32 mg Subst.: 15,0 mg BaSO, = 2,068 (Carius) 
(C,.H,O;N.S), (958) Ber. = 6,7°%, Gef, S <= 6,8°%,. 


Zur weiteren Analyse wurden 10 g Arginyl-arginin-diflavianat durch 
kaltgesiittigte Barytlésung zerlegt und das Bariumflavianat auf einer Glas- 
filternutsche abgesaugt. Das iiberschiissige Barium wurde durch die eben 
nétige Menge Sehwefelsiiure gefillt, dann mit Tierkohle entfirbt und auf 
100 gebracht. 

dieser Losung 49,8 mg Gesamt-N (Kjeldahl) und 
6.37 mg Amino-N (van Slyke) = -12,8°/, vom Gesamt-N, ber. 12,5°/,. 2 cem 
der Lésung gaben 184,5 mg Argininflavianat, entsprechend 21,1 mg Arginin-N 

106°/, vom Gesamt-N. 

Arginyl-arginindi pikrat. 3,30 g Arginyl-arginin wurden in 300cem 
Wasser mit 5,04 g¢ Pikrinsiiure in eon Alkohol (2,2 Mol Pikrinsiiure auf 

1 Mol Arginyl- arginin) gefillt. Es sehied sich ein Ol ab, das im Verlauf 
von mehreren (5—10) Tagen zu einem krystallinen Brei erstarrte und noch 
2 mal umkrystallisiert wurde. Mikroskopisch bestand das Pikrat aus lauter 
wetzsteinférmig zugespitzten Krystallplittechen. Es sinterte bei 180° und 
zersetzte sich zum ersten Male bei 185°, ohne sich sehr zu verfiirben. Bei 
weiterem Erhitzen wurde es dunkler, um sich ein zweites Mal bei 275° 
zu zersetzen. 

4,182 mg Subst. (bei 100° tiber P.O; 1. V. getrocknet): 5,621 mg CO.,, 
1,582 mg H,0O. 

(788) Ber. C 36,53 H 4,09 N 24,88 

Zur Darstellung weiterer Salze und Derivate wurde das Pikrat in das 
Hydrochlorid iibergefiihrt. Dazu wurden 1,58 g Arginyl-arginin-dipikrat 
in 50 cem Wasser snapoudioxt, dann 6,0 ccm n/1- HCl zugesetzt und mit 
Ather am Soxlethapparat die DPikrinsiiure extrahiert. Die erhaltene farblose 
Léosung drehte links. 

Arginyl- arginin-dipikrolonat. 80,8 mg Arginyl- arginin- dichlor- 
hydrat in 5cem Wasser aufgelést, wurden mit 200 mg in Alkohol geliéster 
Pikrolonsiiure geféllt. Es schied sich dabei sehr schnell ein voluminéser, 
flockiger Niederschlag aus, der nach einem Tag abgesaugt und mit kaltem 
Wasser nachgewaschen wurde. Beim zweiten Umkrystallisicren entstanden 
sehr kleine, zu Drusen angeordnete Krystalle, die sich in kaltem Wasser sehr 
schwer lésten und sich ziemlich scharf bei 285° zersetzten. Ausbeute 151 meg. 


31,20 mg Subst. (bei 100° iiber P,O, i. V. getr.) ergaben nach Ver- 
brennung an Gesamt-N: 8,2 mg. 


(858) Ber. N 26,1 Gef. N 26,3. 
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Dibenzoyl-arginyl-arginin-diflavianat. 80,8mg Arginyl-arginin- 
dichlorhydrat, in 5cem Wasser gelést, wurden mit 1,2 ¢ Natriumbicarbonat 
versetzt, dann 1,0 g Benzoylchlorid portionenweise zugegeben und ge- 
schiittelt, dann filtriert, das Filtrat mit 20°/,iger Salzsiiure stark angesiiuert 
und iiber Nacht in den Eissechrank gestellt. Das saure Filtrat der aus- 
vetallenen Benzoesiiure wurde mit einem ziemlichen UberschuB einer 5°/, igen 
Flaviansiurelésung versetzt. Im Verlauf von mehreren Tagen schieden sich 
kleine, kompakte, gelbe Krystalle ab. Falls noch Flaviansiiure ausfiel, 
wurde sie durch Verdiinnen mit Wasser gelést. Das Flavianat wurde dann 
abgesaugt und mit kaltem Wasser gewaschen. Es léste sich ziemlich sehwer 
in Wasser, bestand aus makroskopischen, schénen gelben prismatischen 
Krystallen und schmolz unscharf bei 207°. Ausbeute 87 mg. 


36,00 mg Subst. (bei 100° tiber P.O; i. V. getr.) 1,06 mg S. 
(1166) 
Ber. Arginin 29,85 HOOCC,H, 20,9 S 5,5 


Salzsaurer Arginyl-arginin-methylester. 1g Arginyl-arginin- 
dipikrat wurde in 50 cem absolutem Methylalkohol suspendiert, unter Kis- 
kithlung trockenes Salzsiuregas in langsamem Strom bis zur Liésung ein- 
geleitet und nach einer Stunde mit 300 cem Ather gefiillt. Der Niederschlag 
wurde wieder in 50.cem absolutem Methylalkohol aufgenommen, eine halbe 
Stunde lang Salzsiiuregas eingeleitet und wieder mit 300 ccm Ather gefiillt. 
Zum Schlub wurde aus absolutem Methylalkohol mit Ather umgefillt. Es 
resultierte ein sehr hygroskopisches Pulver, das im zugeschmolzenen Rohrehen 
bei 140° sinterte und sich zuerst bei 180°, dann nochmals bei 220° zersetzte. 

Salzsaures Arginyl-arginin-amid. Nach K.Dirr und H.Spith*) 
entsteht salzsaures Argininamid, wenn man Argininmethylester-hydrochlorid 
mit Ammoniak behandelt. Um zu priifen, ob das Hydrochlorid des Arginy}- 
argininmethylesters dhnlich reagiert, haben wir das bei der vorigen Reaktion 
entstandene Produkt in 40 cem absolutem Methylalkohol gelést und oline 
Kiithlung, bis zur Sittigung NH, eingeleitet. Nach einem Tag wurde mit 
300 cem absolutem Ather gefiillt. Ein sehmieriges Produkt setzte sich ziem- 
lich gut ab, das noch 2 mal aus Methylalkohol mit Ather gefiillt wurde. Es 
léste sich sehr leicht in Wasser. Ausbeute an wasserfreiem Produkt: 
462 mg. Nach der folgenden Analyse handelt es sich um Arginyl-arginin- 
amid-hydroehlorid. 

18,48mg des Produktes enthielten: Gesamtstickstoff (Kjeldahl) 5,37 me: 
Chlor nach Carius 4,525 mg; nach der Totalhydrolyse fielen mit Flavian- 
siiure 42,2 mg Arginin-flavianat (= 4,7 mg Arginin-N) aus. 

(438) 
Ber. Gesamt-N 28,8 Arginin-N 25,6 Cl 24,3 
$7,8°/, des Gesamtstickstoffs waren Argininstickstoff (ber. 88,9°/,). 


Arginyl-arginin-amid-diflavianat. 50mg Arginy]-argininamid- 
chlorhydrat in 10 cem Wasser wurden mit 3,0 cem einer 5°/, igen Flavian- 
siiurelésung gefiillt. Es fiel ein dliger Niederschlag aus, der aber schnell 
krystallin wurde. Das Krystallisat wurde am anderen Tag abgesaugt, mit 
kaltem Wasser gewasechen ‘und aus heiBem Wasser umkrystallisiert; mikro- 
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skopisch kleine, meist zu Drusen angeordnete Krystalle, die sich bei 270° 
zersetzten. Ausbeute 127 mg. 


31,25 mg Subst. (bei 100° iiber PO, i. V. getr.): 2,16 mg S (Carius). 
C,H (57) Ber. S 6,7 Gref. S 6,9. 


Arginyl-argininamid-dipikrat. 50mg Arginyl-argininamid-dihydro- 
chlorid in 10 cem Wasser wurden mit 3,0 cem einer gesiittigten, wibrigen 
Pikrinsiiurelésung versetzt. Nach einiger Zeit setzten sich kleine Krystalle 
ab, die nach 2 Tagen abgesaugt und mit wenig Wasser nachgewaschen 
wurden. Sie zersetzten sich bei 257°. Ausbeute 60 meg. 

Einwirkung von Dipeptidase anf Arginyl-arginin. Die verwendete 
Dipeptidaselésung hat Prof. Maschmann aus einer Pyocyaneuskultur dar- 
gestellt und uns in liebeuswiirdiger Weise iiberlassen, wofiir wir ihm auch 
an dieser Stelle danken moichten. Vor der Verwendung wurde das Priiparat 
noch weiter durch 24 stiindige Schnelldialyse gegen flicbendes Wasser in 
einer Cuprophanhiilse gereinigt. Ansatz: Gesamtvolumen 8 cem; 1 ccm einer 
Lésung von 132 mg Arginyl-arginin; 5 cem Phosphatpuffer vom py = 7,8: 
2cem der Dipeptidaselisung. Fiir die Titration in Alkohol wurden jeweils 
2,0cem entnommen und nach 24 Stunden 1,08 eem, nach 48 Stunden 2,03 cem 
n/20-KOH Aeiditiitszuwachs gefunden. 

Am Ende der Verdauung wurde aus dem Rest des Ansatzes das Arginin- 
flavianat gefillt. Somit wird Arginyl-arginin durch Dipeptidase gespalten. 

Einwirkung von Trypsin auf Arginyl-arginin. Das verwendete 
Trypsinogen war durch éfters wiederholte Adsorption an Tonerde C,, sowie 
an Tonerde A von Dipeptidase und Polypeptidase befreit worden und spaltete 
Leucyl-glycyl-glycin kaum mehr. 

Ansatz: Gesamtvolumen 8ccm; 1 ccm einer Lésung von 132mg Arginy]- 
arginin; 5cem Phosphatputfer vom py = 8,6; 2cecm Fermentlésung (enthaltend 
4,0 mg Trypsinogen; 1 mg Enterokinase) ergab nach 24 Stunden 0,17 cem, 
nach 48 Stunden 0, 24 com. n/20-KOH 

Nach der Verdauung konnte aus dein Rest des Ansatzes fast das ganze 
Arginyl-arginin-diflavianat mit 5°/,iger Flaviansiiure zuriickgewonnen werden. 
Arginyl-arginin wird demnach yon Trypsin nicht angegriffen. 

Kinwirkung yon Arginase auf Arginyl-arginin. Das verwendete 
dipeptidasefreie praparat wurde nach einer etwas geiinderten Vor- 
schrift yon S. Edlbacher und H. Burchard) wie folgt hergestellt. 

Frische Meerschweinchenleber wurde in der Latapiemiihle zu einem 
feinen Brei zerkleinert und dann mit dem 3fachen Gewicht reinen Glycerins 
versetzt. Die Mischung blieb 8 Tage im Eisschrank stehen. Dann wurde 
sie mit dem 4fachen Volumen Wasser verdiinnt, im Wasserbad bei 60 — 65° 
fiir einige Minuten erwiirmt und filtriert. 100 cem der so erhaltenen Lisung 
wurden mit 12 ccm einer Suspension von Tonerde C, versetzt, welche in 
100 ccm 2,3 g Substanz enthielt, und nach 10 Minuten abzentrifugiert. Die 
iiberstehende Lésung spaltete dann in der Regel Leucyl-glycin nicht mehr. 
War das dennoch der Fall, so wurde nochmals mit der Hiilfte der vorher 
verwendeten Menge 'Tonerde C, adsorbiert. Die so erhaltenen Loésungen 
waren vollig klar und sehr wirksam. 

Ansitze: Gesamtvolumen 8cem; 1 cem Arginyl-argininlésung mit 4,8 mg 
Gesamt-N, baw. 152 mg Arginyl-arginin; 3 cem Phosphatpuffer p,,; = 7,8 oder 
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3 cem Glykokollpuffer py = 9,0; 2 ccm Arginaselésung; mit Wasser auf 
auffillen. 

Die Kontrollen enthielten statt der Arginyl-argininlésung das gleiche 
Volumen Wasser. 

Zur Bestimmung der Spaltung wurden jeweils 2cem Proben (= 11,2 mg 
Giesamt-N) mit 2 ccm n/1-HCl versetzt, dann mit 1,0 ccm 10°/,iger Trichlor- 
essigsiiure enteiweiBt und zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung wurde 
auf py = 6,8 gebracht und mit 2cem einer 20°/,igen Ureaselésung 1 Stunde 
bei 40° stehen gelassen. Das Ammoniak wurde in 45 Minuten in n/20-H,SO, 


iberdestilliert. 


c ; 

Stunden Da ¢cem n/20-H.SO, | vom 
©  Gesamt-N 

24 7,5 3,43 2,40 | 21,4 

9,0 2,65 1,85 16,5 

48 7,8 4,17 2,92 26,1 

9.0 3,18 19,9 


Gereinigte Arginase spaltet aus Arginyl-arginin nur 1), des Gesamt- 
i4 

stickstoffs. Es wird also nur die eine der beiden Guanidingruppen des 
Arginyl-arginins von der Arginase angegriffen. 


Zusammenfassung 


Ks wird beschrieben, wie man aus einem partiellen Siure- 
hydrolysat des Clupeins Arginyl-arginin als krystallisiertes Flavianat 
isolieren kann. Aus dem Flavianat wurden das Pikrat, das Pikro- 
lonat, das Arginyl-arginin-amid und das Flavianat des Dibenzoy!- 


derivates dargestellt. 
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Uber die Herkunft des Muskelkreatins’*) 
Il. Mitteilung 


Von 
Fritz Menne 
Mit 1 Figur im Text 


Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Miinster i. Westf) 


(Der Schriftleitung zugegangen am &. Dezember 1941) 


Die Frage nach der Muttersubstanz des Kreatins ist bereits 
von zahlreichen Autoren untersucht worden, und es wurden bei 
diesen Untersuchungen eine ganze Reihe von Stoffen als Vorstufen 
des Kreatins angesehen. Dabei und bei den theoretischen Vor- 
stellungen iiber die Herkunft des Kreatins hat besonders das 
Arginin eine grobe Rolle gespielt. Jedoch ist erst durch die 
Untersuchungen von Lehnartz und Jensen?) der Beweis dafiir 
erbracht worden, dai der quergestreifte Muskel in der Lage ist, 
Arginin in Kreatin umzuwandeln. Diese Autoren setzten zu 
HWroschmuskelbrei Arginin hinzu und fanden nach einer 3stiindigen 
Expositionszeit den Kreatingehalt der Versuchsansiitze gesteigert. 

Neben dem Arginin sind schon seit lingerer Zeit und von 
verschiedenen Autoren auch andere Kiweifbausteine als Vorstufen 
des Kreatins angesprochen worden. Das gilt z. B. fiir die Amino- 
siure Histidin. Das Histidin hat in seiner Konstitution mit 
dem Kreatinin griéBere Ahnlichkeit als mit dem Kreatin. Man 
kann das Kreatinin ebenso wie das Histidin als Imidazolabkémmling 
auftassen. An sich besteht daher die Méglichkeit eines Uberganges 
von Histidin zu Kreatinin und vielleicht auch zu Kreatin. 

So sind denn auch zahlreiche Untersuchungen zur Entscheidung der 
Frage durchgefiihrt worden, ob das Histidin vom Organismus zu Kreatin 


umgebaut werden kann. Baumann und Hines’) verfiitterten diese Amino- 
siiure und fanden bei Versuchstieren keine Steigerung der Kreatininaus- 


Ausgefiihrt it Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Diese 271, 275 (1941). 
‘) J. of Biol. Chem. 31, 549 (1918): ebenda 35, 75 (1918). 
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scheidung. Steudel und Freise') spritzten Hunden neutralisiertes Histidin- 
chlorid intravendés. Die Kreatininbestimmung in Blut und Harn ergab keine 
Beziehung zwischen Histidin und Kreatin. Auch Lieben und Laszlo” 
sowie Gibson und Martin®) kamen in ihren Versuchen zu negativen Ergeb- 
nissen. Demgegeniiber fanden Shapiro, Bennie und Zwarnstein‘) cine 
cesteigerte Kreatininausscheidung nach Injektion von Histidin. 1. Takahasi*) 
der Injektionsversuche an bebriiteten Hiihnereiern ausfiihrte, stellte fest, 
daB versehiedene Aminosiiuren, darunter auch Histidin, eine NKreatinin- 


steigerung verursachen. 

Ebenso widersprechend wie die Ergebnisse der angefihrten 
sind die vieler anderer Untersuchungen iiber diese Frage, so dah 
von einer weiteren Aufzihlung Abstand genommen werden kann. 
Auf jeden Fall erschien es reizvoll, Untersuchungen iiber die 
Méglichkeit einer Entstehung von Kreatin aus Histidin im isolierten 
Muskel unter Zugrundelegung der von Lehnartz und Jensen 
gemachten Beobachtungen in Angriff zu nehmen. 


Methodik 


Das Vorgehen bei den Versuchen entsprach in allen Einzelheiten dent 
von Lehnartz und Jensen angewandten Verfahren, so dab eine ausfiihrliche 
Wiedergabe der Methodik hier iiberfliissig erscheint. Durch besondere 
Fragestellungen bedingte Abweichungen sind an gegebener Stelle angefiihrt. 

Zu jedem Ansatz wurden 0,4—0,5 g Froschmuskelbrei verwandt, wobei 
die Muskelportionen in den einzelnen Ansiitzen des gleichen Versuches 
méglichst gleich sechwer waren. Zur Ermittlung des Anfangswertes an 
Kreatinin wurde der Muskelbrei in 10 cem Wasser suspendiert und dann 
sofort mit 5eem 5° iger Trichloressigsiiure in 3°/,iger Salzsiiure gefiillt. 
In den Histidinversuchen bestand die Zusatzfliissigkeit aus je 5 cem Histidin- 
monochlorhydrat-Lésung sowie je 5 cem Phosphatpuffer von dem jeweils 
angegebenen p;,;-Wert. Die jedem Ansatz zugefiigte Histidinmenge lav 
zwischen 5 und 40 mg Histidinmonoechlorhydrat, die Histidinlésungen 
wurden mit 2,5n-NaOH auf einen p;;-Wert von 7,0 eingestellt. Die Ver- 
suchsgliisehen wurden mit einem Gummistopfen verschlossen und in den 
einzelnen Versuchen verschieden lange und bei verschiedenen Temperaturen 
exponiert. Die weitere Verarbeitung geschah in der yon Lehnartz und 
Jensen angegebenen Weise. Das Kreatin wurde nach der Methode yon 
Lehnartz mit Dinitrobenzoesiiure bestimmt®). Es wurden dabei die dort 
angegebenen Bedingungen fiir die Umwandlung des Kreatins in Kreatinin 
nochmals gepriift. In Ubereinstimmung mit den Angaben yon Lehnartz 
ist der Ubergang des Kreatins in Kreatinin bei dem angegebenen Salzsiiure- 
ecehalt nach 3-stiindigem Erhitzen auf 120° vollendet. 


') Diese Z. 120, 244 (1922). 

*) Biochem. Z. 176, 403 (1926). 

*) J. of Biol. Chem. 49, 319 (1921). 

‘) Biochemic. J. 26, 1880—1885 (1932). 

Diese Z. 219, 31 ff. (1933). ") Diese Z. 271, 265 (1941). 


4 


Uber die Herkunft des Muskelkreatins 105 


Versuehsergebnisse 


Vor Untersuchung der Frage, ob der Muskelbrei Histidin zu 
Kreatin umbauen kann, ist zu priifen, ob andere Faktoren der 
Versuchsanordnung eine Steigerung des Kreatingehaltes bewirken 
oder vortauschen. Zwei Versuchsbedingungen sind dabei einer 
niheren Betrachtung zu unterziehen. 

Erstens ist die Mdéglichkeit auszuschlieBen, daB sich der 
Kreatingehalt des Muskelbreis durch die- Aufschwemmung in 
Phosphatpuffer veriindert. Abhnliche Versuche sind zwar bereits 
von Lehnartz und Jensen ausgefiihrt worden, zur weiteren 
Sicherung dieser wichtigen Feststellung wurden sie jedoch noch- 
mals wiederholt. Der Muskelbrei wurde 3 Stunden in je 5 ccm 
Phosphatpuffer von p,, 8,4; 7,83; 7,07; 6,77 und 6,4 gebracht 
Als Vergleichswert diente ein Ansatz, in dem der Brei 3 Stunden 
in destilliertem Wasser aufgeschwemmt war. Es ergab sich, daf 
in keinem der Phosphatpufferansiitze der Kreatiningehalt gegen- 
iiber dem A-Wert in einem die Fehlergrenze des Verfahrens tiber- 
schreitendem MaBe veriindert ist. Die Ergebnisse von Lehnartz 
und Jensen konnten also in vollem Umfange bestiatigt werden. 

Zweitens ist zu ermitteln, ob durch die Anwesenheit des 
Histidins die Kreatininbestimmung gestért wird. Zur Klirung 
dieser Frage l48t man je 5 ccm 0,4°/,ige Histidinlésung und je 
5 ccm Phosphatpuffer 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
und verarbeitet dann die Ansiitze genau so weiter wie diejenigen 
mit Muskelbrei. Die erhaltenen Endlésungen zeigen keine Farb- 
entwicklung bei Versetzen mit Dinitrobenzoesiure. Es wird also 
die Kreatininbestimmung durch Histidin nicht gestort. 

Nach Klarung dieser methodischen Fragen wurde zunichst 
der zeitliche Verlauf der Einwirkung des Muskelbreis auf Histidin 
untersucht. Der Muskelbrei befand sich in einem Gemisch von 
neutralem Phosphatpuffer und neutralisierter Histidinlésung mit 
einem Gehalt von 20 mg Histidinmonochlorhydrat. Exposition 
bei 18° Fallung nach 1, 2, 3 und 4 Stunden. Den Anfangswert 
liefert eime doppelt angesetzte Bestimmung ohne Histidinzusatz. 
die sofort mit Trichloressigsiiure gefallt wird. Das Ergebnis von 
zwei derartigen Versuchen zeigt Tab. 1. 

Nach Istiindiger Expositionszeit ist der Kreatiningehalt un- 
verindert, dagegen nach 2 Stunden im Durchschnitt um 9,3°/),, 
nach 3 Stunden um 14,9°/, und nach 4 Stunden um 14,9°/ an- 
gestiegen. Das Maximum wird also nach 3 Stunden erreicht. 
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scheidung. Steudel und Freise') spritzten Hunden neutralisiertes Histidin- 
chlorid intravenés. Die Kreatininbestimmung in Blut und Harn ergab keine 
Beziehung zwischen Histidin und Kreatin. Auch Lieben und Laszlo” 
sowie Gibson und Martin®) kamen in ihren Versuchen zu negativen Ergeb- 
nissen. Demgegeniiber fanden Shapiro, Bennie und Zwarnstein’) cine 
cesteigerte Kreatininausscheidung nach Injektion von Histidin. I. Takahasi*) 
der Injektionsyersuche an bebriiteten Hiihnereiern ausfiihrte, stellte fest, 
daB verschiedene Aminosiiuren, darunter auch Histidin, eine Kreatinin- 
steigerung verursachen. 

Ebenso widersprechend wie die Ergebnisse der angetiihrten 
sind die vieler anderer Untersuchungen iiber diese Frage, so dah 
von einer weiteren Aufziihlung Abstand genommen werden kann. 
Auf jeden Fall erschien es reizvoll, Untersuchungen iiber die 
Méglichkeit einer Entstehung von Kreatin aus Histidin im isolierten 
Muskel unter Zugrundelegung der von Lehnartz und Jensen 
gemachten Beobachtungen in Angriff zu nehmen. 


Methodik 


Das Vorgehen bei den Versuchen entsprach in allen Linzelheiten deur 
von Lehnartz und Jensen angewandten Verfahren, so daf eine ausfiihrliche 
Wiedergabe der Methodik hier iiberfliissig erscheint. Durch besondere 
Fragestellungen bedingte Abweichungen sind an gegebener Stelle angefiihrt. 

Zu jedem Ansatz wurden 0,4—0,5 g¢ Froschmuskelbrei verwandt, wobei 
die Muskelportionen in den einzelnen Ansiitzen des gleichen Versuches 
mégliechst gleich schwer waren. Zur Ermittlung des Anfangswertes au 
Kreatinin wurde der Muskelbrei in 10 cem Wasser suspendiert und dann 
sofort mit 5ecem 5°/,iger Trichloressigsiiure in 3°/,iger Salzsiiure gefiillt. 
In den Histidinversuchen bestand die Zusatzfliissigkeit aus je 5 cem Histidin- 
monochlorhydrat-Lésung sowie je 5 cem Phosphatpuffer yon dem jeweils 
angegebenen p;;-Wert. Die jedem Ansatz zugefiigte Histidinmenge lay 
zwischen 5 und 40 Iistidinmonochlorhydrat, die Histidinlésungen 
wurden mit 2,5n-NaOH auf einen p;;-Wert von 7,0 eingestellt. Die Ver- 
suchsgliischen wurden mit einem Gummistopfen verschlossen und in den 
einzelnen Versuchen verschieden lange und bei verschiedenen Temperaturen 
exponiert. Die weitere Verarbeitung geschah in der yon Lehnartz und 
Jensen angegebenen Weise. Das Kreatin wurde nach der Methode yon 
Lehnartz mit Dinitrobenzoesiiure bestimmt®). Es wurden dabei die dort 
angegebenen Bedingungen fiir die Umwandlung des Kreatins in Kreatinin 
nochmals gepriift. In Ubereinstimmung mit den Angaben yon Lehnartz 
ist der Ubergang des Kreatins in Kreatinin bei dem angegebenen Salzsiiure- 
cehalt nach 3-stiindigem Erhitzen auf 120° vollendet. 


') Diese Z. 120, 244 (1922). 

*) Biochem. Z. 176, 403 (1926). 

*) J. of Biol. Chem. 49, 319 (1921). 

Biochemic. J. 26, 18S80—1885 (1932). 

") Diese 219, 31 ff. (1933). ") Diese Z. 271, 265 (1941). 
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Versuchsergebnisse 
Vor Untersuchung der Frage, ob der Muskelbrei Histidin zu 


Kreatin umbauen kann, ist zu priifen, ob andere Faktoren der 


Versuchsanordnung eine Steigerung des Kreatingehaltes bewirken 
oder vortiiuschen. Zwei Versuchsbedingungen sind dabei einer 
naheren Betrachtung zu unterziehen. 

Erstens ist die Méglichkeit auszuschlieBen, daB sich der 
Kreatingehalt des Muskelbreis durch die Aufschwemmung in 
Phosphatpuffer veriindert. Ahnliche Versuche sind zwar bereits 
von Lehnartz und Jensen ausgefiihrt worden, zur weiteren 
Sicherung dieser wichtigen Feststellung wurden sie jedoch noch- 
mals wiederholt. Der Muskelbrei wurde 3 Stunden in je 5 ccm 
Phosphatpuffer von p,, 8,4; 7,83; 7,07; 6,77 und 6,4 gebracht 
Als Vergleichswert diente ein Ansatz, in dem der Brei 3 Stunden 
in destilliertem Wasser aufgeschwemmt war. Es ergab sich, daf 
in keinem der Phosphatpufferansiitze der Kreatiningehalt gegen- 
iiber dem A-Wert in einem die Fehlergrenze des Verfahrens iiber- 
schreitendem Ma8e verindert ist. Die Ergebnisse von Lehnartz 
und Jensen konnten also in vollem Umfange bestatigt werden. 

Zweitens ist zu ermitteln, ob durch die Anwesenheit des 
Histidins die Kreatininbestimmung gestért wird. Zur Klarung 
dieser Frage lat man je 5 ccm 0,4°/,ige Histidinlésung und je 
+ ccm Phosphatpuffer 3 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
und verarbeitet dann die Ansitze genau so weiter wie diejenigen 
mit Muskelbrei. Die erhaltenen Endlésungen zeigen keine Farb- 
entwicklung bei Versetzen mit Dinitrobenzoesiure. Es wird also 
die Kreatininbestimmung durch Histidin nicht gestort. 

Nach Klarung dieser methodischen Fragen wurde zuniichst 
der zeitliche Verlauf der Einwirkung des Muskelbreis auf Histidin 
untersucht. Der Muskelbrei befand sich in einem Gemisch von 
neutralem Phosphatpuffer und neutralisierter Histidinlésung mit 
einem Gehalt von 20 mg Histidinmonochlorhydrat. Exposition 
bei 18°. Fallung nach 1, 2, 3 und 4 Stunden. Den Anfangswert 
liefert eine doppelt angesetzte Bestimmung ohne Histidinzusatz. 
die sofort mit Trichloressigsiiure gefallt wird. Das Ergebnis von 
zwel derartigen Versuchen zeigt Tab. 1. 

Nach Istiindiger Expositionszeit ist der Kreatiningehalt un- 
veraindert, dagegen nach 2 Stunden im Durchschnitt um 9,3°/,, 
nach 3 Stunden um 14,9°/, und nach 4 Stunden um 14,9°/, an- 
gestiegen. Das Maximum wird also nach 3 Stunden erreicht. 
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Tabelle 1 


(In diesen und in den folgenden Tabellen ist der Anfangswert jeweils 
gleich 100 gesetzt und die anderen Werte auf ihn bezogen worden.) 
Kinflu8 yerschiedener Expositionszeiten. Je 0,4 g Muskelbrei + 20mg Histidin- 
sil + 5 ecm 7 Werte in °/, Kreatinin 


-Versuchs-Nr. ‘Stunden 

(Protokoll-Nr.) A 

4 Datum 1 | 2 3 4 

4105) | 0,159 0,152 0,173 0,186 | 0186 
20. VIII. 40 100 95,6 108,9 117 117 

5 (106) 0,204 0,200 0,224 0,230 0,230 

400 100 | 1098 | | 1126 
Durehschnitt | 700 | 968 | 1093 114,9 114,9 


Die damit gefundene Vermehrung des Kreatininwertes nach 
Zusatz von Histidin zum Muskelbrei ist von vornherein nicht ohne 
weiteres auf eine Vermehrung des Kreatins selber zu beziehen. 
Bei den eingangs erwiihnten nahen strukturellen Beziehungen des 
Histidins zum Kreatinin ist vielmehr eine unmittelbare Entstehung 
von Kreatinin aus Histidin durchaus méglich. Eine Entscheidung, 
ob es sich um die Entstehung von Kreatin oder von Kreatinin 
handelt, ist aber leicht zu treffen, wenn man die Bestimmung des 
Kreatinins vor und nach dem Erhitzen mit Salzsiiure auf 120° 
durchfiihrt, da die angewandte Bestimmungsmethode nur Kreatinin, 
nicht aber Kreatin erfa8t. Die Tab. 2 enthalt 3 derartige Versuche. 


Tabelle 2 


Bestimmung des priiformierten Kreatinins vor und nach Zusatz von Histidin 
je 0,4¢ Muskelbrei + 40mg Histidinmonochlorhydrat + 5 cem r 


(Par 70). Werte als °/, Kreatinin 
“Versuchs-Nr. yor 
(Protokoll-Nr.) 

Datum Histidinzusatz 
(103) 0,051 0,050 0,054 0,047 
18, VIL 40 | 0,050 | 
100 | 98,0 
7 (104) 0,054 0,052 0,052 0,054 
100 | 98,2 
(102) 0,050 0,053 | 0,053 0,054 0,054 
17. VUI. 40 0,052 0.04 
100 | 103,9 
Durchschnitt | 700 | 700 
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Vor dem Erhitzen mit Salzsiure ist in allen Versuchen der 
Kreatiningehalt der Ansiitze sehr geringfiigig. Er betragt nur 0,05°/,, 
und durch die Exposition mit Histidin wird dieser Wert nicht 
verandert. 

Setzt man den Kreatiningehalt zu Beginn des Versuchs 
gleich 100, so betriigt er nach 3stiindiger Exposition im Durch- 
schnitt der 3 Versuche (9 Ansiitze) ebenfalls 100. Die Abweichungen 
zwischen den einzelnen Ansi&tzen sind wegen der geringen Ex- 
tinktionswerte in einem Versuch gréBer als 10°/,, jedoch indert 
das nichts an der Tatsache, daB der von vornherein nur ganz 
geringfiigige Kreatiningehalt des Muskelbreis durch Zusatz von 
Histidin nicht veriindert wird. Genau so ist in der vorangehenden 
Arbeit von Lehnartz und Jensen gezeigt worden, da aus 
Arginin Kreatin und nicht lreatinin gebildet wird’). 

Die weiteren Versuche dienten der Klarung der p,,-Abhingig- 
keit der Kreatinbildung aus Histidin. Es wurde daher der zer- 
schnittene Muskel in Phosphatpuffern von verschiedenem p,, mit 
je 20 mg Histidinmonochlorhydrat versetzt. Zur Anwendung kamen 
Phosphatpuffer mit p,,-Werten von 8,4; 7,83; 7,07; 6,77 und 6,4. 
Die Durchschnittswerte aus 9 Versuchen zeigen, daB der Kreatin- — 
zauwachs aus Histidin im sauren und alkalischen Bereich gering ist; 
er wird um so griéfer, je mehr sich der p,,-Wert dem Neutralpunkt 
nithert, so daf das Maximum des Zuwachses bei p,, ¢,07 erreicht wird. 

Die Ergebnisse dieser 9 Versuche sind im einzelnen in T'ab. 3 
enthalten. Die erste waagrechte Spalte enthilt die p,,-Werte, die 
niichsten Spalten jeweils das Ergebnis eines Versuches, wobei der 
obere Wert den Kreatiningehalt in °/,, der untere in Kursivdruck 
den Vergleichswert. bezogen auf den gleich 100 gesetzten A-Wert 
angibt. Die unterste Spalte zeigt den Durchschnittswert aller 
Versuche an. Bei einem p,, von 8,4 steigt der Kreatingehalt im 
Mittel um 4,2°/,, bei p,, 7,83 um 6,8°/,, bei p,, 7,4 um §,5°). 
Die gréBte Steigerung findet sich bei p,, 7,07. Sie betrigt 10,1°/,. 
Die beiden folgenden Mittelwerte lassen erkennen, da sowohl bei 
stiirker saurer als auch stiirker alkalischer Reaktion die Bedingungen 
fiir den Umbau des Histidins in Kreatin verschlechtert sind, da 
bei p,, 6,7 die Steigerung gegeniiber dem Anfangswert nur noch 
7.4°/, betriigt und bei p,, 6,4 auf 5,8°/, absinkt. 


‘) Dort ist auch bereits ausgefiihrt, dab der geringe gefundene Kreatinin- 
vehalt wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren ist, da$S durch die saure Re- 
aktion der Ansiitze schon eine geringfiigige Umwandlung yon Kreatin in 
Kreatinin erfolet sein diirfte. 
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Tabelle 3 


KinfluB verschiedener p,,;-Werte. Je 0,4—0,5 g Muskelbrei + 20 mg 
Histidinmonochlorhydrat + 5 cem Phosphatpuffer. Werte in °/, Kreatinin 


Versuchs-Nr. | [| 
Datum 84 | 7,838 | 74 | 7,07 | 677 | 64 
9 (1) 0,312 0,389) 0,844 
20. II. 39 100 | 108,70 110,4 
10 (3) 0,347 0,361 | 0,355 | 0,371 | 0,368 | 0,355 
28. II. 39 100 104 102,4 106.9 106, 1023 
il (3) 0325] | 0,362 0,361 0,365, 0,360 
3. ILI. 39 100 | 108,9 | 111,4 | 111 112,383 ; 1108 
12 (6) 0,309 | 0,332 | 0,331 | 0,344 0,345 . 0,321 | 0,319 
8. HT. 39 100 | 107, 
13 (7) 0,284 | 0,307 | 0,304 | 0,311 0,311 0,807 0,303 
10, TH. 39 100 | 108,01, 107 | 109,55 1095 | 
14 (8) 0,319 | 0,321 | 0,341 | 0,352 | 0,365 0,353 | 0,33) 
13. TIL. 39 100 | 1006 | 1104 114,64 11090 | 108.8 
15 (9) 0,300] 0301 0,817. 0,320. 0,302 
13. IIL. 39 100 | 1004 | | 105,7 1066 -100,7 | 


Durehschnitt | 700 | 1042 | 1085  110,1 107.4 105.3 


Nachdem in den obenstehenden Versuchen der Beweis dafiir 
erbracht ist, daB der frische Muskelbrei aus Histidin Kreatin 
bilden kann, und daB das p,,-Optimum fiir diesen Vorgang bei 
7,07 liegt, wird im folgenden untersucht, ob eine zahlenmiBige 
Beziehung zwischen der dem Muskelbrei zugesetzten Histidinmenge 
und ihrer Umwandlung in Kreatin besteht. 

Zunachst wird bei der gleichen Menge Muskelbrei wie in den 
voranstehenden Versuchen die zugefiigte Histidinmenge verdoppelt. 
Ks werden also zu je 0,4—0,5 ¢ frischen, fein zerschnittenen Frosch- 
muskels 40 mg Histidinmonochlorhydrat zugesetzt. Auch diese 
Untersuchungen werden ebenso wie die vorhergehenden bei Zimmer- 
temperatur und einer Expositionszeit von 3 Stunden in Phosphat- 
puffern verschiedener Wasserstoffionenkonzentration durchgefiihrt. 

In der oberen Hilfte der Tab. 4 ist der Kreatingehalt der 
einzelnen Ansiitze ebenso wie in den bisherigen Versuchen sowohl 
in Prozent wie relativ zum Anfangswert angegeben. Auch hier 
ist bei p, 8,4 der Kreatingehalt nur um ein Geringes und zwar 
im Mittel (aus 3 Versuchen) um 4,5°/, vermehrt. Je niiher der 
Py-Wert dem Neutralpunkt liegt, desto gréBer wird der Zuwachs; 
bei p,, 7,8 betrigt er 7,7°/, und 12,1°/, bei p,, 7,4. Mit 14,2°/, 


& 
4q 


Uber die Herkunft des Muskelkreatins 109 


ist bei p,, 7,07 die gré8te Kreatinvermehrung erreicht. Bei p,, 6,7 
sinkt sie bereits wieder auf 9,1°/, und bei p,, 6,0 auf 5,0°/, ab. 


Tabelle 4 


Kreatinbildung aus verschiedenen Histidinmengen. 
0,5 g Muskelbrei in 5cem Phosphatpuffer. Werte in °/, Kreatinin 


| 
Versuchs-Nr. Pu 


‘Protokoll-Nr.) A - 
Datum 8,4 | | 7,4 7,07 | 6,77 6,4 

a) 40 mg Histidinhydrochlorid [ 

16 (13) 0,251 10,264! |0,260/0,283| 0,260 

21, TIL 39 100 |105,2) 103,6 | 112,8 | 103,6 | 

17 (15) 0,201 0,202] 0,222} 0,229) 0,213 

12. IV. 39 100 100,5 110,5| 114 106 ‘ 

18 (17) 0,239 0,252 

14, 39 100-1 103,8) 103,3 108,8 | 105,5 

19 (18) 0,232 10,277} 0,280 | 0,290) 0,252 

16. IV. 39 100 119,4|120,6 125 |108,6' | 

20 (103) 0,282 0,282 | | | 0,291 0,295 | 

18. VIII. 40 | 0,593 

100 | i | | | 103,9 | : 

21 (104) 0,225 0,225 | | (0,226 0,246 0,224. 

9. VIIL. | | ~ 

19. VIIL. 40 | 0,232 | 

Durehsebnitt | 100 104,5| 107,7|112,1| 114,2|109,7 103,6 105 

b) 10 mg Histidinhydrochlorid 

22 (19) 0,308 _ | _ | [0,291/0,311 0,302 0,330 
12. VII. 39 100 94,5 | 101 98 107,1 
23 (20) 0,283 10274; 0,277 0,272 0,288 
13. VIL. 39 100 96,8) * 97,9 96,1 101,8 

24 (21) 0,272 10,267; 0,262 0,263 0,266 0,266 : 

18, VII. 39 100 98,2 (96,4|96,7| 97,8 97,8 

25 (22) 0,253 |0,256) 0,254 0,260 0,260 0,260 

Durehschnitt | 700 | | 987° — | 97,1 98,7. 98,7 102.1 


Durch die Verdoppelung des Histidinzusatzes wird also, wie 
der Vergleich der Tab. 3 und + zeigt, die Kreatinausbeute bei 
dem optimalen p,,-Wert von 7,07 und ebenfalls bei p,, 7,4 um 
4°/, gesteigert. Diese geringe Vermehrung liegt aber wahrschein- 
lich noch im Bereich der Schwankungsbreite derartiger Versuche. 
Das Verhiiltnis von 0,5 g Muskelbrei zu 20 mg Histidin scheint 
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demnach unter den gegebenen Bedingungen bereits eme optimale 
Ausbeute von Kreatin zu liefern. 

Jedoch besteht die Méglichkeit, daB auch bei geringerer 
Histidinmenge eine ebenso groBe oder sogar gréBere Kreatinbildung 
erfolgen kann. Es ist daher in den nachsten Versuchen, die in 
der unteren Hilfte der Tab. 4 aufgefiihrt sind, bei sonst gleich- 
bleibenden Versuchsbedingungen jeweils nur die halbe Histidin- 
menge, namlich 10 mg Monochlorhydrat, zugesetzt worden. Aus 
der letzten waagerechten Spalte, in der sich wiederum aus allen 
Versuchen die Durchschnittszahlen fiir die gebildeten Kreatin- 
mengen finden, sieht man, daB bei keinem der untersuchten 
p,,- Werte mit Sicherheit eine Kreatinbildung erfolgt ist. 

Dieses Ergebnis zeigt, daB fiir die Umwandlung von Histidin 
zu Kreatin die Gegenwart einer Histidinmenge ndotig ist, die héher 
liegt, als dem Verhialtnis von 10 mg Histidinmonochlorhydrat zu 
0,5 g Muskelbrei entspricht. 

Alle bisherigen Versuche sind bei Zimmertemperatur durch- 
gefihrt worden. Médglicherweise kénnte bei héherer Temperatur 
die Kreatinausbeute verbessert werden. Darum wird bei Zusatz 
von 20 mg Histidinmonochlorhydrat die Exposition bei einer 
Temperatur von 35° und Versuchszeiten von 1, 2, 3 und 4 Std. 
durchgefiihrt. Die Tab. 5 enthalt zwei derartige Versuche. 


Tabelle 5 


Kinflu8 erhédhter Temperatur (35°). 


je 0,0 g Muskelbrei + 20mg Histidinmonochlorhydrat + 5eem Phosphatpufter 
(py; 7,0). Werte in Prozent Kreatinin 


Versuchs-Nr. E iti Stund 
(Protokoll-Nr) 4 ion in Stunde! en 
Datum 1 | 2 3 i 4 
(23) 0,299 0,299) 0,323 0,885 
22. VII. 39 100 | 108.6 
27 (24) 0,296 0,307 | 0,315 0,325 | 
24. VU. 39 100 -103,8 | 1064 | 109,8 
‘Durehschnitt | 700 | 1038 | 1032 | 1089 | 1086 


Sie zeigt, durch keineswegs eine 
groBere Kreatinbildung erzielt wird. Sie zeigt weiterhin, dab 
ebenso wie bei Zimmertemperatur das Maximum der Umwandlang 
nach 3 Stunden erreicht wird und da8 auch im zeitlichen Verlauf 
durch Erhéhung der Versuchstemperatur keine wesentlichen Ande- 


{ 
| 
if 


Uber die Herkunft des Muskelkreatins 111 


rungen erzielt werden. Lingere Exposition als 3 Stunden steigert 
auch bei erhéhter Temperatur die Kreatinausbeute nicht weiter. 


Uber die Veriinderungen am Histidinmolekiil, die schlieBlich 
zur Bildung des Kreatins fiihren, sind vorderhand kaum be- 
griindete Vorstellungen zu aiuBern; jedoch erschien es von vorn- 
herein nicht unwahrscheinlich, daB diese Umwandlung an eine 
ausreichende Sauerstofiversorgung gebunden ist. Kine solche kann 
aber bei den bisherigen Versuchsbedingungen nicht als gegeben 
angesehen werden. Es wurde daher in einer weiteren Versuchs- 
reihe gepriift, ob bei Durchstrémung des ganzen Versuchsansatzes 
mit reinem Sauerstofi eine Steigerung der gebildeten Kreatin- 


menge eintritt. 


Der Muskelbrei wurde in diesen Versuchen in breite Zentrifugengliiser 
cingewogen, die mit einem Schliff versehen waren. In den Schliffkopf waren 
eine bis auf den Boden des GefiBes fiihrende Gaszuleitung und eine Ab- 
leitung eingeschmolzen. Es wurden drei derartige GefiBe hintereinander 
geschaltet und mit Sauerstoff durchstrémt, wobei der Sauerstoft zuniichst 
eine mit H,O gefiillte Waschflasche passierte. Die Ansiitze wurden wihrend 
der Expositionszeit auf einer Schittelmaschine langsam geschiittelt. 


Tab. 6 zeigt in ihrem ersten ‘t'eil das Ergebnis zweier solcher 
Versuche. Die Ausgangswerte wurden sofort gefallt, simtliche 
anderen Ansiitze, von denen jeder 20 mg Histidinmonochlorhydrat 


enthielt, bei Zimmertemperatur 3 Stunden lang mit Sauerstoff. 


durchstrémt und gleichzeitig geschiittelt. Die durchschnittliche 
Steigerung des Kreatiningehaltes iiber den Ausgangswert betrigt 
in den 6 Ansiitzen nur 4,2°/,. Dieser Zuwachs bleibt in betricht- 
lichem MaBe hinter den ohne Sauerstoffdurchleitung durchgefiihrten 
Versuchen zuriick. Die Sattigung mit Sauerstoff ist also dem 
Umbau von Histidin zu Kreatin nicht zutriglich, sondern sogar 
hinderlich. Ob dieses Ergebnis darauf zuriickzufiihren ist, daf 
ein oxydativer Abbau des Histidins bei Siattigung mit Sauerstofi 
in gréBerem Umfange erfolgt als bei Exposition mit Luft, konnte 
aus fuBeren Griinden vorliiufig nicht weiter verfolgt werden. 


Da aerobe Versuchsbedingungen die Ausbeute an Kreatin 
ganz zwelfellos verschlechtern, lag es nahe, das Verhalten der 
Kreatinbildung unter anaeroben Bedingungen zu priifen. In diesen 
. Versuchen wurde der Muskelbrei in den oben beschriebenen Ge- 
faBen mit Stickstoff durchstrémt und geschiittelt. Der Stickstoff 
wurde einer Bombe entnommen und durch Uberleitung iiber 
gliihende Kupferspiralen vom Sauerstoff befreit. Der Histidin- 
zusatz pro Ansatz betrug 20 mg als Monochlorhydrat. Die An- 
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fangswerte wurden sofort gefillt, die Exposition in den Ansiitzen 
mit Histidinzugabe nach 3 Stunden unterbrochen. 


Tabelle 6 


Kreatinbildung aus Histidin in Stickstoff- und in Sauerstottatmosphiire. 
0,5 g Muskelbrei in 5 eem Phosphatpuffer (p;, 7,0) mit 20 mg Histidinhydroehlorid. 
Werte in Prozent Kreatinin 


| Vorher Nachher 
a) Versuche in Sauerstoft 
0,233 0,250 0,249 0,246 106.5 
0,275 0,287 0,274 0,279 101,8 

b) Versuche in Stickstoff 
0,216 0275 0273 0252 1238 
Pp 0,191 0,225 117,9 
0,228 0,264 0,258 1145 
0,203 0,236 0,240 0,270 120, 
0,219 0,255 0,260 0,273 120 
0,263 0,307 0,308 117,1 
0,260 0,294 0,298 0,305 115 
0,265 0,310 0,308 0,308 1166 
15, SL 39 0,255 0,304 0,325 0,296 121 
0,138 0,180 0,177 124,7 
0,252 0,293 0.299 0,296 1174 
Durehsehnitt | | | 


In Tab. 6 finden sich die Ergebnisse einer gréBeren Anzahl 
solcher V ersuche, In allen Ansitzen ist der Kreatingehalt erheb- 
lich gesteigert, bis um 30°/, und dariiber; in keinem Falle liegt 


en 
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die Steigerung unter 14°/,. Die Durchschnittszahl fiir den Kreatin- 
zuwachs betriigt im Mittel 19,4°/,. Dieser Wert ist in keinem 
der aeroben Versuche erreicht worden. Den KinfluB der ver- 
schiedenen Behandlung des Muskelbreis auf das Ausma8 der 
Kreatinbildung aus Histidin zeigt deutlich die Gegeniiberstellung 
der Steigerungen bei einem Zusatz von 20 mg Histidinmonochlor- 
hydrat, einer Versuchsdauer von 3 Stunden und einem p,,-Wert 
von 7,07. Als Durchschnittswert wurde bei Exposition in Sauerstoff 
eine Zunahme yon 4,2°/,, in Luft von 10,1°/,, in Stickstoff da- 
gegen von 19,4°/, (Tab. 6) erhalten. 

Da nach den bisherigen Versuchsergebnissen in Sauerstoft 
und in Luft mit der Méglichkeit eines oxydativen Histidinabbaues 


SES 


Zunahme des Kreatinins in % 


instickstoff 20 30 40 mg Histidin 
O——O (19202122 62164 (28203032 (166.267 268 (271272273 pro Ansate 
in Sauerstoff 147150) 165) 3334) 275) Nr 
des Versuches 
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zu rechnen ist, erscheint es nicht als ausgeschlossen, daB die 
fehlende Kreatinbildung bei geringen Histidinzusitzen unter aero- 
ben Bedingungen auf einer weitgehenden oxydativen Zerstorung 
des Histidins beruht. 

Es sei in diesem Zusammenhang auf die Arbeiten von Holtz 
und Heise!) hingewiesen, die eine Abhingigkeit der Histamin- 
bildung aus Histidin von der Oxydationsgeschwindigkeit fanden. 

Es wurden deshalb die friiheren Versuche mit Zusatz kleinerer 
Histidinmengen unter anaeroben Bedingungen wiederholt. In der 
Figur sind die Durchschnittswerte von Versuchen dargestellt, in 
denen in Parallelansitzen Histidinmengen von 10—40 mg als 
Monochlorhydrat zum Muskelbrei zugesetzt wurden. Die Nummern 
der Versuche, aus denen die einzelnen Werte stammen, sind in 
der Figur angegeben. Hs ergibt sich tatsiichlich erwartungsgemiiB 


) Arch. f. exper. Path. 186, 377 (1937) und 187, 581 (1937). 
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bei 10, 15 und 20 mg Histidin in den Stickstofiansatzen gegen- 
iiber den in Luft exponierten Ansiitzen eine sehr erhebliche 
Mehrbildung an Kreatin. Dies ist besonders auffallig bei einer 
Menge von 10 mg Histidin, deren Zusatz bei Exposition in Luit 
iiberhaupt nicht zu einer Vermehrung des Kreatins fihrt, wihrend 
sie in Stickstoff 7,4°/, betrigt. Bei weiterer Steigerung des Histidin- 
zusatzes auf 15 und 20mg nimmt die gebildete Kreatinmenge 
sowohl unter anaeroben wie unter aeroben Bedingungen weiter 
zu, bei noch héheren Zusitzen an Histidin dagegen wieder ab. 
In den Ansitzen mit 30 mg Histidin wird in Gegenwart von 
Sauerstoff die Kreatinmenge um 9°/, gesteigert und bei Durch- 
strémung mit Stickstoff um 10,9°/,; bei 40 mg Histidin ist der 
Anstieg mit 8,9°/, in Luft mit dem in Stickstoff, der 8,8°/, be- 
trigt, fast identisch. In diesen letzten Versuchen wird also nicht 
nur im Verhiiltnis zur zugesetzten Histidinmenge wenig kreatin 
zebildet, sondern es gleichen sich auch die groBen Unterschiede, 
die bei Histidinmengen von 10—20 mg zwischen aeroben und 
anaeroben Versuchen bestehen, aus. Die Verschlechterung der 
Ausbeute an Kreatin in den Ansitzen mit 30 und 40 mg Histidin 
kénnte vielleicht auf dem Auftreten von Zwischenprodukten be- 
ruhen, die die Umwandlung des Histidins in steigendem Mafe 
hemmen. 


Zusammenfassung 


Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
ist der Nachweis, daB der Froschmuskelbrei Histidin als Mutter- 
substanz des Kreatins verwenden kann. Kine Bildung von Kreatinin 
findet dagegen nicht statt. A’3 optimale Versuchsbedingungen er- 
wiesen sich Exposition in Phosphatpuftern von neutraler Reaktion 
bei Anaerobiose. Die Umwandlung erreicht bei Temperaturen von 
20° und 35° in 3 Stunden ihr Ende. Ein Unterschied in der 
Reaktionsgeschwindigkeit zwischen diesen Temperaturen wurde 
nicht gefunden. Unter aeroben und unter anaeroben Bedingungen 
wird die gréBte Kreatinbildung bei Zusatz von 20 mg Histidin- 
monochlorhydrat zu 0.5 g Muskel erreicht. 
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Uber das Vorkommen von Spurenelementen, 
insbesondere von Uran in Rinderleber und -milz 
Von 


Josef Hoffmann 


(Aus dem Institut fiir Chem. Teclim. anorganischer Stoffe der Technischen Hochschule 
in Wien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Dezember 1941) 


Beide Organe stammten von gesunden 'Tieren: sie wurden 
vom Vorstand der medizinischen Chemie der tierirztlichen Hoch- 
schule in Wien, Herrn Prof. Dr. H. Jansch, zur Verfiigung gestellt. 


Der Urannachweis. Bisher konnte man Uran in lebenden 
Kérpern nur dann nachweisen, wenn grébere Uranylsalzmengen 
Ursache von Vergiftungen waren. Der Verfasser wies an will- 
kiirlich gewihlten Versuchsobjekten (Pflanzen, Tieren, Mensch) 
nach, da8 Uranspuren ein nie fehlender bestandteil der lebenden 
Organismen sind. Zum Nachweis wurde die zu untersuchende 
Substanz verascht, das Uran chemisch-analytisch erfaBt und da 
es sich stets um unsichtbare und auch nicht mehr wigbare Uran- 
mengen handelte, in fluorescierende Uranylspuren umgesetzt. Die 
jeweilige Lichtstiirke der Fluorescenz bot einen MaBstab fiir die 
vorhandene Uranspur?). 


Leberasche. In 350g Leber waren mikrochemisch nachweis- 
bar: As, Cu, Mn, Sn und Zn. Zum Ablésen der an den Platin- 
winden haftenden Uranspuren wurden 3 mal 0,5000 g NaF be- 
nutzt, wobei die Leuchtstirken 1077 ¢ U, 6-107* ¢ U und 
5-107? ¢ U/0,025 Nak-Glas feststellbar waren. Insgesamt 
sind erfaBt: 20-10~‘ ¢ U + U + 20-5-1077g U /Prohe- 
substanz, somit 


7,96-10—-* ¢ U/g Leber = U. 


') Die verwendete, analytisch-optisch kombinierte Methode ist kurz 
skizziert in J. Hoffmann, Uran im tierischen Organismus, Wiener ‘Tier- 
iirztliche Monatssehrift XXVIIJ, Heft 24, S. 562 f, 1941. 
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Bei der Kontrolle wurde mit 500 g Leber und 1,0000 + 
0,5000 g NaF gearbeitet; dabei waren die Fluorescenzen 1 -10-§e U 
und 1-10-° g U/0,025 g NaF; es sind somit erfaBt worden: 


40-10 U + 20-10-* g U/500 Probesubstanz 
= 8-108 g U/g Leber = 8-107°°/, U. 


Milzasche. Im Laufe des eingeschlagenen Analysenganges 
waren mikrochemisch nachweisbar: SiO,, As, Cu, Mn, Sn und Zn. 

Bei der Uranbestimmung wurden benutzt: 450 g Milz, sowie 
2mal je 1,0000g NaF. Die Fluorescenzen ergaben sich zu 
10-8 ¢ U und g U, so daB erfa8t wurde: 


40-10-%¢ U + 40-10-8¢ U/450g 
= §,88-10-%g U/g Milz = 8,9-107-89, U. 


Die Kontrolle wurde mit der gleichen Probemenge vor- 
gsenommen, wobei sich ergab: 


9.10-8¢ U/Milz = 9-107 9, U. 


Die Analyse komplizierte sich deshalb, weil Cerspuren zu- 
nichst. die Urantrennung beeinfluBten. 


Diskussion 


Im Schrifttum ist die Meinung ausgesprochen, es gebe kein 
Lebewesen, das nicht Ra, Th und Kk enthielte. T'atsiichlich fanden 
sich in der Milz und Leber 10~' ¢ Ra/g Organ. Uran ist eines 
der gefahrlichsten Gifte, das ahnlich dem Quecksilber, Phosphor 
bzw. Arsen Nephritis hervorruft. 0,0005 g U/kg Kérpergewicht 
subcutan verabreicht, wirken bei kleineren Tieren letal. Welche 
Mengen bei grofen Tieren und den Menschen zum Tode fiihren. 
wissen wir nicht. Es sei darauf hingewiesen, da8 unsere Thermen 
mit ihren zahleichen Giftspuren auch n-10—5¢ U/Liter enthalten 
und alle bisher vom Verfasser untersuchten SiiBwiisser, daher 
auch unsere Trinkwasser (Wiener Hochquellenwasser 1,64 bis 
1,76-10~7g U/g Liter, das Prager gefilterte und gechlorte Trink- 
wasser sogar 9-10~® g U/Liter) Uran gelést haben und fallweise 
auch in Niederschliigen (Elbe, Donau, Eger usw.) mitfiihren. Hs 
konnte auch nachgewiesen werden, daB bei Pflanzen verschiedene 
Uranmengen in ihren Organismus aufgenommen werden wie: Griiser 
6-10~'' g U/g Lebendsubstanz, Steinfriichtler 7-10~° U/g Baum- 
substanz. Uranspuren sind aber auch im Samen eingebaut, wo 
azweifellos nur lebenswichtige Bausteine deponiert anzunehmen sind. 
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(Beispiel: Bohnensamen 3,3-10—13¢ U/g Same). In Anbetracht der 
Willkiir, mit der das Pflanzenmaterial auch unbekiimmert um den 
Standort der Pflanzen (Wasser- und Landpflanzen) gewahlt worden 
war, besagt dies, daB es sich nicht nur um fallweise anzutreffende 
Schwermetallspuren handeln kann. Uran konnte auch schon im 
Tierkérper nachgewiesen werden, wie beispielsweise 1,6-10—1% g U/ 
cem Rinderblut, 4-10~' g U/g Muskel, 2,75-10-1g U/g Zahn- 
substanz, 1,5-10~*¢ U/g Leber und U/g Milz vom 
Rind. Es ist auch, abnlich wie die sehr viel geringeren Radium- 
mengen, im Knochengeriist eingebaut zu 1,3-10~8g U/g Rinder- 
knochen. Da es ferner im menschlichen Organismus nachweisbar 
war, wie u. a.: 4,8-10~%g U/g Knochenasche, 1,2-10~%g U/ Liter 
Harn bzw. 4-10~!°¢ U/g Faeces, so darf es wohl als sichergestellt 
gelten, daB Uran spurenweise in lebenden Organismen immer 
vorkommt. Bei den somit in den verschiedensten Organismen 
nachgewiesenen EKlementen Radium, Kalium — von dem nur 5 °/, 
vom Atomgewicht 41 Beta- und eine Gammastrahlung nach- 
weisen lift —, sowie Uran, die Muttersubstanz des Radiums, 
handelt es sich nicht um Spuren sog. stabiler Elemente, sondern 
um Elemente, die dem stindigen Zerfall unterliegen, bei dem 
gewaltige Energiemengen frei werden. Wenngleich bisher nicht 
entschieden ist, ob es sich hierbei um physiologisch notwendige 
Spurenelemente handelt, so steht fest, daB lebende Kérper der 


Radioaktivitit unterliegen. 


Schrifttum 


kK. Eitel, Urannachweis und Lokalisation im tierischen Organismus 
nach Vergiftung, Arch. f. exper. Path. 135, 188 (1928). — F. Hernegger 
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Versuche zur Synthese der Vinylneoxanthobilirubinsaure * 
Vou 


Heinrich Lichtenwald 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Teclinischen Hochschule Munchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. Februar 1942) 


Vor kurzem erhielten wir bei der Resorcinschmelze des Bili- 
rubins Vinylneoxanthobilirubinsiure folgender Formulierung’*) 


| 
HO 
N 


wihrend die I[so-vinylneoxanthobilirubinsiure der Formulierung 


H,C-HC——=CH, H,C-—Ps 
Il | | | 
—CH- H 


H 


nicht beobachtet werden konnte, offenbar weil sie durch die Re- 
sorcinschmelze zerstért wird. Nahe lag es, die Synthese der 
beiden Verbindungen anzugehen und ein Weg’) hierzu war in 
einer friiheren Arbeit (a. a. O. 233) vorgezeichnet, d.h. es sollte 
der Acetylrest eines geeigneten Pyrromethens zur Vinylgruppe 
abgewandelt werden. Das einfachere Problem war, die Synthese 
der Iso-vinylxanthobilirubinsiure anzugehen, wozu das _ ,,Acetyl- 
methen“ folgender Formulierung notwendig war, 

H,COC-——CH, H.C, 


HO, | 
\nZ CH \nZ7 


~ 
~ 


ii 


CH, 


') 33. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe: 32. Mitteilung, 
Diese Z. 275, 47 (1942). 

*) HW. Fischer u. H. Reinecke, Diese 7. 258, 9 (1939): vel. aueh 
H. Fischer, H. Plieninger u. O. WeiBbarth, Diese Z. 268, 197 (1941). 

*) H. Fischer u. G. Fries, Diese Z. 231, 231 (1935). 
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dessen Acetylrest dann iiber das Carbinol in die Vinylgruppe 
iibergefiihrt werden sollte. Zum Zweck dieser Synthese muBte 
Kryptopyrrolcarbonsiurealdehyd mit 3-Methyl-4-acetylpyrrol kon- 
densiert werden. Die bisher gebriiuchliche Darstellung des letz- 
teren?) erwies sich aber als so zeitraubend und wenig ergiebig. 
daB eine neue Darstellungsmethode auszuarbeiten war, die die 
Gewinnung gréBerer Mengen des Pyrrols in kiirzerer Zeit ge- 
stattete. Das Ausgangsmaterial hierzu bildete das ‘2,4-Dimethyl- 
3-acetyl-5-carbithoxy-pyrrol, dessen «-Methylgruppe auf bekannte 
Weise?) zum Formylrest umgesetzt wurde. Das Formylpyrro! 
konnte mit Silbernitrat-Natronlauge in das entsprechende Carbon- 
siurepyrrol iibergefiihrt und daraus dann durch Erhitzen mit 
Natronlauge im Autoklaven das Methylacetylpyrrol erhalten werden. 


Leider ergaben Kondensationsversuche mit Kryptopyrrol- 
carbonsiiurealdehyd in der Kalte nur geringe Reaktion; beim Kr- 
wirmen aber krystallisierte nach kurzer Zeit in relativ guter 
Ausbeute ein Pyrromethen aus, das sich jedoch bei der Analyse 
als der Diester des Di-kryptosiiure-methenhydrobromids heraus- 
stellte. Hieraus ergibt sich bereits die Reaktionstriigheit des 
Methylacetylpyrrols. 

Von zahlreichen Pyrrol-g-aldehyden kondensierte nur 5-Brom- 
3-methyl-2-formylpyrrol-4-propionsiure. Das entstandene Pyrro- 
methen war gut krystallisiert. Ihm sollte folgende Formulierung 
zukommen, 


CH, COCH, 
IV | | 

H 


jedoch sprach die Analyse fiir Eintreten von Komplikationen. 
Auch war_die Ausbeute so gering, daB weitere Reaktionen wegen 
Materialschwierigkeiten nicht durchzufiihren waren. 


Ks muBte nun also, um eine Kondensation des Methylacety!- 
vyrrols mit einem beliebigen q@-freien Pyrrol durchfiihren zu 
kénnen, das 3-Methyl-2-formyl-4-acetyl-pyrrol dargestellt werden °). 
Die Ausbeute konnte durch Arbeiten in Chloroformlésung mit 


H. Fischer, E. Sturm u. H. Friedrich, Liebigs Ann. 461, 245 
(1928). 

*) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 210, 139 (1932); H. Fischer u. 
G. Fries, Diese Z. 231, 231 (1935). 

5) H. Fischer, H. Bayer u. E. Zaucker, Liebigs Ann. 486, 55 (1931). 
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einem dfachen UberschuB von Blausiiure etwas verbessert werden; 
sie betrug etwa 3 g bei Ansitzen zu 10 ¢ 

Dieses Formylpyrrol kondensierte in einer Ausbeute von etwa 
30°, mit Kryptopyrrolcarbonséure zu dem Methenhydrobromid, 


H,C—= PSM 
vot 
HK, 
H HBr 


das, wie man sieht, das Ausgangsmaterial fiir die lso-vinylxantho- 
bilirubinsiure (II) sein kénnte, falls es gelang, in die freie Methin- 
gruppe die Oxygruppe einzufiihren und den Acetylrest zur Vinyl- 
gruppe zu reduzieren. 

Die Bromierung dieses Methens unter verschiedenen [e- 
dingungen ergab keine einheitlichen Reaktionsprodukte; wahr- 
scheinlich tritt teilweise unter Bromierung Abspaltung des Acetyl- 
restes ein, was hierbei schon 6fter beobachtet wurde. Trotzdem 
wurde, um sicher zu gehen, die Umsetzung der erhaltenen Brom- 
kérper mit Kaliumacetat oder Natriummethylat versucht. In 
keinem Fall wurde jedoch eine krystallisierte Substanz, ein Oxy- 
oder Methoxymethen, erhalten. Leider waren also alle Versuche, 
auf diesem Wege das Ziel zu erreichen, fehlgeschlagen. 

Vom 3-Methyl-4-acetylpyrrol wurden einige Derivate dar- 
gestellt, um festzustellen, ob die Reaktionsfihigkeit dieser Ver- 
bindung durch Variation der Acetylgruppe verbessert wiirde. Ks 
wurden in guten Ausbeuten gewonnen das Ketazin 


CH, 
H 
das Semicarbazon 
HC 


VII 


und das ei mit Oxalester 


—;COCH,COCOOC,H, 
VIN 


N 
Hi 
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Diese Derivate reagierten ebensowenig mit Pyrrol-«-aldehyden, 
und die Formylierung ergab noch schlechtere Ausbeuten als bei 
Methyl-acetylpyrrol selbst, so daB auch dieser Umweg zur Dar- 
stellung eines /-acetylsubstituierten Oxymethens aufgegeben wer- 
den muBte. 

AuBerdem wurde vom Methylacetylpyrrol noch ein schén 
krystallisierter Azofarbstoff gewonnen, dessen freie «-Stelle jedoch, 
analog der 3-Methyl-4-acetyl-5-carbonsaure, keine Reaktionsfihig- 


besitzt. 
IX | | | 


H 


Nunmehr interessierte das Verhalten eines Oxypyrromethens 
mit Acetylrest und zu diesem Zweck wurde folgendes Methen 


gewonnen 
H,C,-——.CH, —“COCH, 


B 


H 


und dieses auf bekannte Weise mit wasserfreiem Kaliumacetat in 
das Oxymethen iibergefiihrt. Katalytische Reduktion mit Palla- 
dium—Alkohol bzw. Platin—Kisessig ergab jeweils nur den zur 
Uberfiihrung in das Methan berechneten H,-Verbrauch; auch bei 
der Umsetzung mit Aluminium-isopropylat wurde die Acetylgruppe 
nicht angegriffen. 

Durch lingeres Kochen mit iiberschiissigem Hydroxylamin 
konnte aus dem Oxymethen in guter Ausbeute das Oxim erhalten 
werden. Dieses war ebenfalls gegen die gebrauchlichen Reduk- 
tionsmittel widerstandsfahig. Es wurde nun der Druckhydrierung 
mit Raney-Nickel als Katalysator unterworfen. Unter den an- 
gewandten Bedingungen entstand jedoch nicht das erwartete Athyl- 
aminoderivat, sondern die Aminogruppe wurde dabei gleichzeitig 
abgespalten und erhalten wurde das Methan 


H, C, CH, H,C 
H H 


wie aus der Analyse hervorging. Dies war um so bemerkenswerter, 
als bei der Druckhydrierung des Oxims von 2,4-Dimethyl-3-acety]- 
5-carbaithoxypyrrol mit groBer Wahrscheinlichkeit das Amin 


~ 
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SCH, 


CH, 


H,C ——j 


H,C. 000 / 


entstanden war. Das Reaktionsprodukt fiel allerdings als ein 
harziger Syrup an, der nicht zur Krystallisation gebracht werden 
konnte; bei der Umsetzung mit Benzoylchlorid wurde jedoch das 
gut krystallisierte Benzoylderivat erhalten. Sowohl das Amin als 
auch das Benzoylderivat verschmierten bei der Verseifung und 
bei der Kinwirkung von Sulfurylchlorid, so da8B weitere Versuche 
in dieser Richtung aufgegeben wurden. 

Weiter wurde noch ein Diacetylpyrromethan folgender For- 


mulierung, 


XI 


H. d m fon, 


a 


HH 


das von H. Fischer und G. Fries (a. a. 0.) beschrieben wurde. 
nochmals einer Untersuchung unterzogen. Es konnte mit starker 
alkoholischer Kalilauge zur freien Carbonsiiure verseift werden. 
Bei der Bromierung unter den verschiedensten Bedingungen wurde 
zwar Decarboxylierung beobachtet; aus dem tiefrot gefarbten 
Reaktionsgemisch konnten jedoch definierte krystallisierte Produkte 
nicht erhalten werden. Bei der Hochvakuumsublimation entstand 
in schlechter Ausbeute 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol. Endlich wurde 
nochmals ein Versuch unternommen, in ein Pyrromethen in die 
freie @-Stellung den Acetylrest einzufiihren, und zwar wurde 2u 
diesem Zweck das Methen folgender Formulierung synthetisiert: 


H,——_,CH, 


CH= 


Hi 


Gelang es in dieses in die #-Stellung den Acetylrest einzufiihren 
oder auch die Vinylgruppe und in die @-Stellung die Oxygruppe, 
so wire auf diesem Wege die Synthese der Isovinylxanthosiure 
denkbar. Zu diesem Zweck wurde f-Methylpyrrol bendtigt, fir 
das eine neue Darstellungsmethode ausgearbeitet wurde. Aus- 
gangsmaterial war 2,4-Dimethyl-3,5-dicarbathoxypyrrol, das mit 
Hilfe von Sulfurylchlorid in den «-Aldehyd iibergefiihrt wurde. 
Auch hier konnte durch Verwendung von Chloroform als Lisungs- 
mittel die Ausbeute auf 80—90°/, der Theorie gesteigert werden. 


1 
or 
. 
SOOT] 
7] 
” 
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Die Weiteroxydation zur Carbonsiiure wurde wie oben mit Hilte 
von Silberoxyd durchgefiihrt. Hierbei tritt gleichzeitig teilweise 
weitere Verseifung ein, so daB ein einheitliches Reaktionsprodukt 
nicht isoliert werden konnte. Dies ist aber auch nicht notwendig, 
denn durch Destillation mit konzentriertem Atzkali tritt dann 
vollstiindige Verseifung und Decarboxylierung ein. Dies Verfahren 
ist dem friiher beschriebenen!) vorzuziehen und diirfte vielleicht 
auch fiir die Gewinnung des £-Athylpyrrols giinstiger sein. Durch 
Kondensation von Kryptopyrrolcarbonsiiurealdehyd mit #-Methy!- 
pyrrol war dann das obige Pyrromethen XIV leicht zugiinglich. 
Aber auch hier fiihrte die Bromierung zu keinem einheitlichen 
Produkt, so da die Synthese des entsprechenden Oxy- oder 
Methoxymethens, in dessen freie #-Stellung dann der Acetylrest 
hitte eingefiihrt werden sollen, miBlang. 


Versuche 
4-Methy1-2-formyl-3-acetyl-5-carbathoxypyrrol. Die Darstellung 


dieses Aldehyds wurde verbessert, so daf in kiirzerer Zeit gréBere Mengen 
hergestellt werden konnten. 

100 g umkrystallisiertes 2, 4-Dimethy]-3-acetyl-5-carbithoxypyrrol werden 
in einem Literkolben in 400 cem Chloroform (iiber CaCl, getrocknet) sus- 
pendiert; man setzt einen RiickfluBkiihler mit Tropftrichter und Gasableitung 
auf und lift unter dauerndem Umschiitteln 90 cem (2,3 Mol) Sulfurylehlorid 
in rascher Tropfenfolge ohne iiuBere Kiihlung zuflieBen. Nach einstiindigem 
Stehen unter zeitweiligem Schiitteln destilliert man das Chloroform auf dem 
Wasserbad ab und evakuiert nach begonnener Krystallisation noch 20 Mi- 
nuten. Der meist braun gefirbte Dichlorkérper wird mit 200 cem Aceton 
und 20 cem Wasser durch Erwiirmen in Lésung gebracht, die Lisung mit 


‘100 eem warmem Wasser versetzt (Triibung darf nicht eintreten) und erkalten 


lassen. Nach vollendeter Krystallisation absaugen, z erst mit Wasser, dann 
mit wenig kaltem Alkohol und wieder mit Wasser gut auswasehen. Der 
so in einer Ausbeute von 70—80g erhaltene Aldehyd ist meist fiir die 
folgende Oxydation rein genug; er kann falls nétig aus Wasser-Alkoho! 


umkrystallisiert werden. 


30 ¢ 4-Me- 
werden in 50 cem Alkohol auf- 
geschlimmt und dazu die Lésung von 50 g Silbernitrat in 200 ccm Wasser 
gegeben. Unter starkem Turbinieren lift man 170 cem 20°/,ige Natron- 
lauge innerhalb von 5 Minuten zulaufen und riihrt noch *'/, Stunde weiter. 
Vom ausgeschiedenen Silberniederschlag wird abgesaugt, gut ausgewaschen 
und im Filtrat die Carbonsiiure unter Kiihluag mit verdiinnter Salpetersiiure 
ausgefillt. Nach einigem Stehen wird die gelbliche Fiillung abgesaugt und 


cetrocknet. 


1) H. Fischer u. W. Rose, Liebigs Ann. 519, 5 (1935). 
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Zur Analyse mehrmals mit Methanol extrahiert, farblose Prismen, die 
bei raschem Erhitzen im Vakuum nur unter geringer Zersetzung sublimier- 
bar sind. Schmelzp. 142°. Zur Analyse bei 70° i. V. getr. 


4,594 mg Subst.: 0,242 eem N, (18°, 719mm). — 4,515 mg Subst.: 
0,954 eem n/50-KSCN. 


C,,H,,0,N (239,1) Ber. N 5,86 OC,H, 18,82 
Gef. ,, 5,85 19,46. 


3-Methyl-4-acetyl-pyrrol-3,5-dicarbonsaure. Die Monocarbonsiure 
wird mit der 10fachen Menge 10°/,iger Natronlauge 2 Stunden ain siedenden 
Wasserbad erwiirmt und unter Kiihlung mit verdiinnter Saure gefallt.. Durch 
Umkrystallisieren aus Alkohol erhilt man Prismen, die bei 229° unter Zer- 
setzung schmelzen. Zur Analyse bei 70° i. V. getr. 


3,263 mg Subst.: 6,110 mg CO,, 1,233 mg H,O. -— 2,822 mg Subst.: 
0,169 eem N, (19°, 718 mm). 
C,H,O,N (211,07) Ber. C€ 51,20 H 4,30 N 6,63 
Gef. ,, 51,07 


3-Methyl-4-acetyl-pyrrol. 20 g Monocarbonsiiure werden in 140 cem 
15°/,iger Natronlauge gelést und 2 Stunden bei 160° im Autoklaven erhitzt. 
Die weitere Aufarbeitung erfolgt wie bereits friiher') angegeben. 


5’- Brom -3, 3’- dimethyl -4- acetyl - pyrromethen -4’- propionsaure- 
hydrobromid. 1,23 ¢ Methylacetylpyrrol und 2,60 ¢ 5-Brom-3-methyl- 
2-formyl-pyrrol-4-propionsiiure werden in 10 cem Methanol geliést und mit 
3eem 48 °/,igem HBr versetzt. Nach mehrstiindigem Stehen wird das aus- 
krystallisierte Methen abgesaugt. Ausbeute etwa 10mg. Aus Methanol 
umkrystallisiert rote Prismen, die bis.300° nicht schmelzen. Der Analyse 
nach war teilweise HBr abgespalten. 


4,400 mg Subst.: 7,450 mg CO,, 1,840 mg HO. — 3,682 mg Subst.: 
0,229 cem Ny (25°, 709 mm). — 5,363 mg Subst.: 3,847 mg AgBr. 


C,,H,.0,N,Br, (446) Ber. 42,05 H413 N628 35,83 
Gef. ,, 46,18  ,, 6,66 30,52. 


Di - kryptopyrrolcarbonsaureester -methen-hydrobromid. 1,23 ¢ 
Methyl-acetylpyrrol und 1,95 g Kryptopyrrolearbonsiiure-aldehyd werden in 
15 cem Methanol gelést und nach Zusatz von 3 ecem HBr !/, Stunde am 
siedenden Wasserbad erwirmt. Nach Istiindigem Stehen im Eis wird ab- 
gesaugt und das Methen aus Methanol-HBr umkrystallisiert. Ausbeute 1.8 ¢. 
Schmelzp. 211° unter Zersetzung nach vorheriger Dunkelfirbung. 


4,376 mg Subst.: 9,036 mg CO,, 2,497 mg H,O. — 3,233 mg Subst.: 
0,179 eem N, (18°, 719 mm). — 3,352 mg Subst.: 0,711 cem n/50-KSCN. 
C,3H.,0,N,Br (395,09) Ber. C 54,70 H 5,92 N 7,09 OCH, 7,89 


C,H 90,N,Br (477,17) Ber. ,, 57,84, 6,13, 5,87 12,99 
Gef. ,, 56,32 638 ., 614 13,16. 


‘) H. Fischer, E. Sturm u. H. Friedrich, Liebigs Ann. 461, 245 
(1928). 
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3,3’-5’- Trimethyl-4-acetyl - pyrromethen-4’- propionsauremethy!- 
onta:lngdeatincrsd. 300 mg 3-Methyl-2-formy]-4-acetyl-pyrrol und 330 mg 
2, 4-Dimethylpyrrol-3-propionsiure werden zusammen gut verrieben, mit 
}cem Methanol angeteigt und mit 0,6cem 48°/,igem HBr unter Eiskiihlung 
und Reiben tropfenweise versetzt. Nach 2 Stunden wird das Methen ab- 
gesaugt und aus Methanol, in dem es in der Wiirme leicht ldslich ist, 
umkrystallisiert. Ausbeute 250—300 mg. Gelbrote Prismen vom Schmelz- 
punkt 191° Zur Analyse bei 65° 1. V. getrocknet. 


3,586 mg Subst.: 7,135 mg CO,, 1,938 mg H,O. —- 3,669 mg Subst.: 
0,235 eem N, (19°, 721 mm). — 3,711 mg Subst.: 0,970 eem n/100-AgNO,. 
3,818 mg Subst.: 0,486 cem n/50-KSON. 


C,,H.,N.0;Br (395,17) 
Ber. © 54,70 H592 N 7,09 Br 20,26 OCH, 7,89 
Gef. ,, 54,26 ,, 605 ,, 7,10 20,89 » 7,89. 


Ketazin von 3-Methyl-4-acetylpyrrol. 1 ¢ Methylacetylpyrrol wird 
mit 1,5 ¢@ Hydrazinhydrat 5 Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt und mit 
Wasser aufgenommen, worauf nach einigem Stehen Krystallisation erfolgt. 
Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert glinzende Plittchen vom Sechmelz- 
punkt 128,5°. Zur Analyse bei 70° i. V. getrocknet. 


4,448 mg Subst.: 11,429 mg CO,, 2,967 mg H,O. — 4,123 mg Subst.: 
0,834 eem N, (23°, 721 mn). — 2,799 mg Subst.: 0,564 cem N, (21°, 721 mm). 


C,,H,.N, (242,14) Ber. 69,45 7,50 N 23,10 
Gef. ,, 70,08 ,, 7,46 ,, 22,13, 22,19. 


Semicarbazon von Methylacetylpyrrol. Das Semicarbazon wird auf 
die iibliche Weise dargestellt und krystallisiert aus Methanol in gelblichen 
derben Prismen vom Schmelzp. 195° Zur Analyse bei 60° i. V. getrocknet. 


4,596 mg Subst.: 8,770 mg CO,, 2,318 mg H,O. — 4,701 mg Subst.: 
1,295 eem N, (26°, 726 


C,H,.ON, (180, Ber. © 53,14 11 6,68 31,09 
Gef. ,, 52,04, 5,64, 30,04. 


3-Methylpyrrol-4-athanon-oxalester. 2 ¢ Methylacetylpyrrol und 
(ig Oxalester werden in 20 cem absolutem Alkohol unter RiickfluB gekocht 
und dazu in 3 Stiicken allmihlich 1 g Natrium gegeben. Nach 1 Stunde 
wird gekiihlt und in 100 cem 5°/,iger Essigsiure gegossen. Nach einigem 
Stehen wird der ausgefallene Niederschag abgesaugt und aus Alkohol um- 
krystallisiert. Zur Analyse mit Methanol mehrmals extrahiert, 6seitige hell- 
gelbe Plittchen yom Schmelzp. 179° Bei 60° i. V. getrocknet. 


3,637 mg Subst.: 7,086/mg CO,, 1,661 mg H,O. — 4,850 mg Subst. : 
0,292 eem N, (26°, 726 mm). 
(223,)) per. 59,17 HL 5,87 N 6,27 
Gref. ,, 59,89 a: 
3-Methyl-4-acetyl-pyrrol ?-azobenzol. Die verdiinnte methylalko- 


holische Lésung des Pyrrols. wird unter \iialung mit einer wiBrigen Benzol- 
diazoniumehloridlésung im UbersehuB versetzt, nach 1 Stunde in ‘Clitéxaférm 
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gegossen, gut ausgewaschen, eingedampft und das Chloroform durch Me- 
thanol verdringt, worauf der Azofarbstoff alsbald auskrystallisiert. Zur 
Analyse mit Methanol extrahiert; derbe citronengelbe Prismen vom Schmelz- 
punkt 187°. 
4,916 mg Subst.: 12,308 mg CO,, 2,568 mg H,0. — 4,788 ing Subst.: 
0,797 ecm N, (24°, 719 mm). 
C,3H,,0N, (227,)) Ber. C 68,69 N 18,49 
Gef. ,, 68,29 » 084 » 


5 - Brom -3,3’,5’- trimethyl] -4-athyl -4’-acetyl-pyrromethen-hydro- 
bromid. Aquimolare Mengen und 
2, 4-Dimethyl-3-acetylpyrrol werden zusammen verrieben, in Alkohol 
geschlimmt und unter Kiihlung mit HBr (48°/,) versetzt. Das Methen 
krystallisiert bald aus und wird nach kurzem Stehen abgesaugt. Aus Iis- 
essig hellrote Nadeln, die sich ab 200° dunkel fiirben, ohne bis 500° zu 
schmelzen. Zur Analyse bei 70° i. V. getrocknet. 


4,220 mg Subst.: 7,076 mg CO,, 2,029mg H,O. 2,975 mg Subst.: 
0.176 cem N, (24%, 717 mm). 
(416,16) Ber. C 46,15  N 6,75 
Gef. ,, 45,73 0,08 O41. 


5-Oxy -3, 3’, 5-trimethyl-4-athyl-4’-acetyl-pyrromethen. 1 ¢ dex 
Brompyrromethens wird mit 1 g wasserfreiem Kaliumacetat in 20 ecm Eis- 
essig 40 Minuten gekocht und die Lésung filtriert. Der gréBte Teil des 
Oxymethens krystallisiert beim Erkalten aus. Eine kleine Menge wird noch 
durch Einengen der Mutterlauge erhalten. Ausbeute 280 mg; hellgelbe 
Nadeln, die zur Analyse aus Eisessig umkrystallisiert werden und bei 286° 
schmelzen. Bei 80° i. V. getrocknet. 


4,540 mg Subst.: 11,161 mg CO,, 2,970 mg H,O. — 2,737 mg Subst.: 
0,265 eem N, (25°, 718 mm). 
Cy (272,16) Ber. 70,55 Hl 7,40 N 10,29 
(ref. ,, 70,14 6,66 10,48. 


5-Oxy-3, 3’, 5’- | ¢ 
Oxymethens wird in 50 cem Alkohol mit einer durch Soda neutralisierten 
wiBrigen Lésung von 3 g Hydroxylaminhydrochlorid 3 Stunden unter Riick- 
fla8 gekocht. Man giebt dann in Wasser und saugt das ausgefallene Oxim 
ab. Zur Analyse mehrmals mit Alkohol extrahiert; gelbe Nadeln vom 
Zersetzungsp. 273°. 

3,228 mg Subst.: 8,038 mg CO,, 2,078 mg H,O. —- 2,931 mg Subst.: 
0,369 eem N, (12°, 72-4 mm). 

(287,16) Ber. C 66,95 HT 7,36 N 14,63 

Gef. ,, 67,91 ,, 14,87. 


5-Oxy-3,3’,5’- trimethyl -4,4’-diathyl-pyrromethan. Das wird 
in Alkohol mit Raney-Nickel bei 140° und 80 Atii bis zur Beendigung der 
H,-Aufnahme hydriert. Man filtriert vom Nickel ab, engt die alkoholische 
Lésung ein und fiillt das Oxymethan mit Wasser aus. Aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert sechwach gelbe prismatische Nadeln, Schmelzp. 161°. 
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4,910 mg Subst.: 11,598 mg CO,, 3,880 mg H,O. — 2,607 mg Subst. : 
0,265 eem N, (22°, 717 mm). 
(275,2) Ber. C6918 H 916 N 15,26 
C, H.,ON, (266,2) Ber. ,, 73,85 9,38 10,77 
Gef. ,, 73,39 » 


3’,4, 5’- Trimethy1-3,4’-acetylpyrromethan-5-carbonsaure. 1 g¢ des 
Carbiithoxymethans wird in einer Liésung von 70 in 150 ecm ab- 
solutem Alkohol 16 Stunden gekocht. Man gieBt in 1,2 Liter Wasser und 
siiuert mit 50°/,iger Schwefelsiiure an. Nach einigem Stehen wird die aus- 
geschiedene Carbonsiiure abgesaugt und aus wiiBrigem Alkohol umkrystalli- 
siert. Zur Analyse bei 60° i. V. getrocknet. Sehmelzp. 186°. 


3,910 mg Subst.: 8,220 mg CO,, 2,500 mg H,O. — 2,795 mg Subst.: 
0,216 eem N, (23°, 727 mm). 


C,;HeN.O, (316,2 Ber. C 63,87 IL 6,33 N 8,53 
Gef. 64,52 », 6,38 8,86. 


6-Methylpyrrol. Die Umsetzung von 2, 4-Dimethy]-3, 5-dicarbiithoxy- 
pyrrol mit Sulfurylchlorid wird in Chloroform ausgefiihrt, wie bei der Dar- 
stellung von 4-Methyl-2-formy]-3-acetyl-5-carbiithoxypyrrol niiher angegeben 
(vgl. S. 123). Der Dichlorkérper wird in 550 cem Alkohol auf dem Wasser- 
bad in Lésung gebracht und noch hei8 mit 150 eem warmem Wasser ver- 
setzt. Der Aldehyd krystallisiert schnell aus. Er wird abgesaugt und mit 
Wasser, etwas Alkohol und wieder Wasser salzsiiurefrei gewaschen. 

Die Oxydation mit Silberoxyd erfolgt ebenso wie bei dem oben- 
genannten Pyrrol; es muB hier nur wegen der geringeren Léslichkeit des 
Aldehyds 3 Stunden auf der Maschine geschiittelt werden. Das getrocknete 
Rohprodukt wird dann in Portionen zu 30g mit 100 cem 50°/,iger Kalilauge 
aus dem Kupferkolben destilliert, das wiBrige Destillat ausgeithert und 
nach Abdampfen des Athers das f-Methylpyrrol fraktioniert. 


3, 3, 5’- Trimethy] - pyrromethen - 4’- propionsaure - hydrobromid. 
260 mg #-Methylpyrrol und 630 mg 
siure werden in 6 cem Methanol gelést und unter Eiskithlung mit 0,6 cem 
HBr (48°/,) versetzt. Nach Istiindigem Stehen in Eis absaugen und mit 
etwas Methanol waschen. Ausbeute 770 mg. 

Aus Eisessig rote Prismen vom Schmelzp, 223-225". 


4,072 mg Subst.: 8,030 mg CO,, 2,160 mg H,O. —- 2,964 mg Subst.: 
0,234 cem N, (26°, 710 mm); 4,212 mg Subst.: 2,313 mg AgBr. 
C,;H,,0.N.Br (339,07) Ber. C 53,10 H 5,66 N 8,27 Br 23,60 } 

Gef. 53,60 5,95 » 341 
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gegossen, gut ausgewaschen, eingedampft und das Chloroform durch Me- 
thanol verdringt, worauf der Azofarbstoff alsbald auskrystallisiert. Zur 
Analyse mit Methanol extrahiert; derbe citronengelbe Prismen vom Schmelz- 
punkt 187°. 
4,916 mg Subst.: 12,308 mg CO,, 2,565 mg H,O. — 4,788 ng Subst.: 
0,797 eem N, (24°, 719 mm). 
C,3H,,0N, (227,1) Ber. C 68,69 5,07 N 18,49 
Gef. ,, 68,29 » 084 » 


5- Brom -3,3’,5’- trimethyl - 4-athyl -4’-acetyl-pyrromethen-hydro- 
bromid. Aquimolare Mengen 5-Brom-3-methy]-4-iithyl-2 -tormylpyrrol und 
2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol werden zusammen verrieben, in Alkohol auf- 
vgeschlimmt und unter Kiihlung mit HBr (48°/,) versetzt. Das Methen 
krystallisiert bald aus und wird nach kurzem Stehen abgesaugt. Aus [is- 
essig hellrote Nadeln, die sich ab 200° dunkel fiirben, ohne bis 500° zu 
schmelzen. Zur Analyse bei 70° i. V. getrocknet. 


4,220 mg Subst.: 7,076 mg CO,, 2,029 mg 2,975 mg Subst.: 
0.176 cem N, (24°, 717 mm). 
(416,16) Ber. 46,15 IP 4,83 N 6,75 
Gef. ,, 45,73 ,, 5,38 ,, 6,41. 


5-Oxy -3, 3’, 5-trimethyl -4-athyl-4’-acetyl-pyrromethen. 1 dex 
Brompyrromethens wird mit 1 g wasserfreiem Kaliumacetat in 20 eem Eis- 
essig 40 Minuten gekocht und die Lésung filtriert. Der gréBte Teil des 
Oxymethens krystallisiert beim Erkalten aus. Eine kleine Menge wird noch 
durch Einengen der Mutterlauge erhalten. Ausbeute 280 mg; hellgelbe 
Nadeln, die zur Analyse aus Eisessig umkrystallisiert werden und bei 286° 
schmelzen. Bei 80° i. V. getrocknet. 


4,540 mg Subst.: 11,161 mg CO,, 2,970 mg HO. — 2,737 mg Subst.: 
0,265 eem N, (25°, 718 mm). : 
(272,16) Ber. © 70,55 17,49 N 10,29 
Gef. ,, 70,14 ,, 7,66 ,, 10,48. 


5-Oxy-3, 3’, 5’- trimethyl-4-athyl-4’-acetoxim-pyrromethen. | « des 
Oxymethens wird in 50 cem Alkohol mit einer durch Soda neutralisierten 
wiBrigen Lésung von 3 g Hydroxylaminhydrochlorid 3 Stunden unter Riick- 
flu8 gekocht. Man gieft dann in Wasser und saugt das ausgefallene Oxim 
ab. Zur Analyse mehrinals mit Alkohol extrahiert; gelbe Nadeln vom 
Zersetzungsp. 273°. 

3,228 mg Subst.: 8,038 mg CO,, 2,078 mg H,O. — 2,931 mg Subst.: 
0,369 eem XN. (12°, 724 mm). 

C,gH.,0.N, (287,16) Ber. C 66,95 7,36 N 14,63 

Gef. ,, 67,91 » 14,37. 


5-Oxy-3,3’,5’-trimethyl-4,4’-diathyl-pyrromethan. Das Oxim wird 
in Alkohol mit Raney-Nickel bei 140° und 80 Atit bis zur Beendigung der 
H,-Aufnahme hydriert. Man filtriert vom Nickel ab, engt die alkoholische 
Lésung ein und fallt das Oxymethan mit Wasser aus. Aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert sechwach gelbe prismatische Nadeln, Schmelzp. 161°. 
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4,910 mg Subst.: 11,598 mg CO,, 3,880 mg H,O. — 2,607 mg Subst.: 
0,265 eem N, (22°, 717 mm). 
C, (275,2) Ber. C 69,18 H 916 N 15,26 
(266,2) Ber. ,, 73,85 » 9,38 10,77 


3’, 4, 5’- Trimethyl-3, 4’-acetylpyrromethan-5-carbonsaure. 1 g des 
Carbithoxymethans wird in einer Lésung von 70 g KOH in 150 cem ab- 
solutem Alkohol 16 Stunden gekocht. Man giebt in 1,2 Liter Wasser und 
siinert mit 50°/,iger Schwefelsiiure an. Nach einigem Stehen wird die aus- 
geschiedene Carbonsiiure abgesaugt und aus wibrigem Alkohol umkrystalli- 
siert. Zur Analyse bei 60° i. V. getrocknet. Sechmelzp. 186°. 


3,910 mg Subst.: 8,220 mg CO,, 2,500 mg H,O. — 2,795 mg Subst.: 
0,216 eem N, (23°, 727 mm). 
(316,2 Ber. C 63,87 II 6,33 N 8,53 
Gef. ., 64,52 » 8,86. 


é-Methylpyrrol. Die Umsetzung von 2, 4-Dimethy]-3, 5-dicarbiithoxy- 
pyrrol mit Sulfurylehlorid wird in Chloroform ausgefiihrt, wie bei der Dar- 
stellung von 4-Methyl-2-formyl]-3-acetyl-5-carbiithoxypyrrol niiher angegeben 
(vel. S. 123). Der Dichlorkérper wird in 550 eem Alkohol auf dem Wasser- 
bad in Lésung gebracht und noch heiB mit 150 eem warmem Wasser ver- 
setzt. Der Aldehyd krystallisiert schnell aus. Er wird abgesaugt und mit 
Wasser, etwas Alkohol und wieder Wasser salzsiiurefrei gewaschen. 

Die Oxydation mit Silberoxyd erfolgt ebenso wie bei dem oben- 
genannten Pyrrol; es muB hier nur wegen der geringeren Léslichkeit des 
Aldehyds 3 Stunden auf der Maschine geschiittelt werden. Das getrocknete 
Rohprodukt wird dann in Portionen zu 30g mit 100 cem 50°%/,iger Kalilauge 
aus dem Kupferkolben destilliert, das wiBrige Destillat ausgeiithert und 
nach Abdampfen des Athers das §-Methylpyrrol fraktioniert. 


3, 3’, 5’- Trimethyl - pyrromethen - 4’- propionsaure - hydrobromid. 
260 mg #-Methylpyrrol und 630 mg 
siure werden in 6 ccm Methanol gelést und unter Eiskiihlung mit 0,6 cem 
HBr (48°/,) versetzt. Nach Istiindigem Stehen in Eis absaugen und mit 
etwas Methanol waschen. Ausbeute 770 mg. 

Aus Eisessig rote Prismen vom Schmelzp. 223-225". 

4,072 mg Subst.: 8,030 mg CO,, 2,160 mg H,O. —- 2,964 mg Subst.: 
0,234 eem N, (26°, 710 mm); 4,212 mg Subst.: 2,313 mg AgBr. 


C,;H,O.N.Br (339,07) Ber. 53,10 H5,66 N 827 23,603 
xef. ,, 53,60 ,,'5,95 ,, 841 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, dafi alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachirdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemafi auf die Preisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den. Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafite Schriftsdize ermBglichen auch_ 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer ieserliche wiil kinnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


Lucie Ahlstrém, H. v. Euler und Bertil Higberg; Wolfgang 
Trappe; S. Edlbacher und H. vy. Bidder; E. Weinig; Carl G. 
Holmberg und Anders Grénwall; W. John und H. Herrmann; 
W. John und H. Pini; Hans Plieninger und Heinrich Lichten- 
wald; E. Klenk und F. Rennkamp; Hans Fischer und Hans 
Plieninger; J. Banga; K. Laki; Werner Keil; H. Appel, H. Bohm, 
W. Keil und G. Schiller; Karl Mayer; Adolf Windaus und 
Ursula Riemann; Otto Vélker; F. Menne; Franz Lanyar. 


Fiir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 
J. Amer. Chem. Soe. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol, 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 


de |’Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of Biochemistry. 

== Journal of Biological Chemistry. 

= Journal of Physiology. 

= Journal fiir praktische Chemie. 

= Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

= Piitigers Archiv fiir die gesamte i i 

== Skandinavisches Archiv fiir Physi i 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre, 


Diese Z. =: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 3 
Amer. J. Physiol. == American Journal of Physiology. 
Arck £. exper. Path. == [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- : 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 
Ber. chem. Ges. = Berichte der, Deutschen Chemischen Ge- Ps 
sellschaft. 
Ber. Physiol. == Berichte tiber die gesamte Physiologie und a 
Experimentelle Pharmakologie. 
Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. oe 
Biochemic. J. == Biochemical Journal. a 
Bull. Soc. Chim. biol. == Bulletin de la Société de Chimie Biologique. a 
Bull. Soe. chim. == Bulletin de la Société chimique de France. | LS 
Chem. Z. == Chemisches Zentralblatt. at 
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fir potentiometrische | 
an ruhenden Proben oder im Durchfluf 


Schuts der Glasclehtrode gegen Stott durch herthrungs. 
sicheren Einhau | 


Geringer Bedarf an geringstmaglicher 


Selbsttitige Eencuerang des Elcktrolythontaktes zwischen 3 
Me&- und bei jedem Probenweehsel 


Geringer elektrincher Gesamtwiderstand, daher ciafache 


Finfache Handhabung, raxches and zuverlissiges Arbeiten 


Dro c ¢ h icf t na 


JENA‘ GLASWERK SCHOTT 


Soeben erschienen: 


Ultraviolette Strahlen, ihre Erzeugung, Messung 
und Anwendung in Medizin, Biologie und Tedhnik 


Von Dr. phil. A. E. HERBERT MEYER und Dr. phil. 
ERNST OTTO SEITZ. Mit 217 Abbildungen. XI, 308 S. 
Preis in Halbleinen geb. RM 20.— 


Ein Buch, nach Inhalt und Anlage von gleicher Bedeutung fur Physiker, 
Biologen, Mediziner und Techniker 


Aus dem Geleitwort, das Prof. Dr. B. Rajewsky, Frankfurt, dem Buch gibt: — 


»,-- - So kommt das neue Buch iiber die Physik, Technik und An- 
wendungen der UV-Strahlung zu rechter Zeit, um so mehr, als es die 
erste zusammenfassende Darstellung des gesamten Gebietes 
ist. Es ist sehr zu begriiBen, daB die Autoren sich entschlossen haben, 
das reiche, im Laufe der vieljahrigen Arbeit auf diesem Gebiet von 
ihnen gesammelte eigene, sowie bisher im wissenschaftlichen und 
technischen Schrifttum zerstreute Material in systematischer Darstellung 
den interessierten Kreisen zuganglich zu machen. Es bestand ein dringen- 
des Bediirfnis nach einem solchen Werke. DaB es von zwei besonders 
erfahrenen Fachvertretern geschrieben wurde, welche die volle Méglich- | 
keit hatten, das gesammelte Material und die prinzipiellen Frage- 
stellungen aus eigener praktischer Erfahrung heraus zu redigieren bzw. 
zu erlautern, erhéht den Wert des vorliegenden Buches ganz besonders. 
Esistein umfassendes und zuverlassiges Nachschlagewerk 
entstanden, das als Fiihrer und wertvoller Berater dem 
Neuling und als erfahrener Auskunfterteiler dem Fach- 
mann dienen wird.“ 


WALTER DE GRUYTER & CO., BERLIN W 35 


Anzeigenpreise nach Tarif 3. — Verantwortlich fiir den Anzeigenteil: Kurt Dittrich, Beriin 
Printed in Germany Metzger & Wittig, Leipzig 
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